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Llistat d’abreviatures

aKG: a-ketoglutarate;

GA3P: Glyceraldehyde-3-phosphate;

PG2: 2-phosphoglycerate;

PG3: 3-phosphoglycerate;

GA3Pyer:Glyceraldehyde-3-phosphate
peroxisome pool;

DHA: Dihydroxyacetone;

DHAP: Dihydroxyacetone phosphate;

E4P: Eritrose-4-phosphate;

Rib5P: Ribose-5-phosphate;

Rul5P: Ribulose-5-phosphate;

Xul5P: Xylulose-5-phosphate;

Man6P: Manose-6-phosphate;

Fru6P: Fructose-6-phosphate;

GIc6P: Glucose-6-phosphate;

Sed7P: Sedoheptulose-7-phosphate;

FBP: Fructose-1,6-biphosphate;

T6P: Trehalose-6-phosphate;

Treh: Trehalose;

Pyr: Pyruvate;

Glc: Glucose;

Pep: Phosphoenolpyruvate;

MAL: Malate;

SUCC: Succinate;

CIT: Citrate;

ICIT: Isocitrate;

FUM: Fumarate;

ACCOA: Acetyl coenzyme;

Gluy: Glucose intra/extra;

FullyGlu: Fully labelled Glucose;

X-33: Control Strain;

CGlu: First carbon labelled Glucose;
Metoh: Methanol;

MetohL: labelled Methanol;

Xpio: Biomass formation;

NPyr: Not labelled Pyruvate;

Pyrt: total Pyruvate pool:

Form: Formaldehyde;

FOR: Formate;

OAA: Oxaloacetate

ACALD: Acetalehyde;

PRPP: Phosphoribosyl pirophosphate;
MTHF: Methylenetetrahydrofolate;
THF: Tetrahydrofolate;

CHOR: Chorismate;

Pi: Inorganic phosphate;

PPi: Inorganic pyrophosphate:
13dpg: 1,3 Diphophoglycerate:
G1P: Glucose 1-phosphate:
Glyc3P: Glycerol 3-phosphate:
SUCCOoA: Succinyl coenzyme A,
Kval: Ketovalerate;

DHF: Dihydropholate.;
METAFoR: Metabolic Flux Ratio
[: Specific growth rate;

ppp: pentose phosphate pathway;
TCA: Citric acid cycle;

P/O: Efficiency of ATP generation in the

Oxidative phosphorylation;
v: degree of reduction of the biomass;
RQ: Respiratory coeficient;

X-33 Rol_1: Expressing Strain with 1 gen copy Other:
X-33 Rol_2: Expressing Strain with 2 gen copy n.d.: not determined:;

X-33 Rol_3: Expressing Strain with more than

2 gen copy

sd: standard deviation.
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La determinacio de fluxos metabolics constitueix una eina fonamental per a I'analisi quantitativa
de la fisiologia cel-lular, ja que ens proporciona una mesura del grau d’implicacio de les diverses
vies en els processos metabolics aixi com una visié general del comportament cel-lular. La
quantificaci6 exacta de la magnitud dels fluxos de cadascuna de les diferents vies “in vivo™ és,
per tant, un objectiu important de la fisiologia cel-lular i I'enginyeria metabolica, especialment en
el context de la biotecnologia industrial, l'objectiu principal de la qual és maximitzar la
produccié del compost d’interés, com ara la produccié de compostos quimics, biopolimers o
d’altres compostos bioactius com ara les proteines.

Aquest projecte de recerca s’ha dirigit a contribuir a una millor comprensié de la fisiologia del
llevat metilotrofic Pichia pastoris sota I’estrés ocasionat per la produccié de proteines
recombinants. Concretament, aquesta tesi s'ha centrat en I'analisi sistematica del metabolisme
cel-lular a nivell fluxomic i metabolomic, i com aquests conjunts de dades de diferents nivells
poden integrar-se i contribuir a la comprensié dels efectes de la carrega metabolica
potencialment imposada per la secreci6 d'una proteina recombinant i I’efecte del tipus de font de
carboni utilitzat.

En el Capitol 2, s’obtingué una descripcié consistent de la composicié principal de la biomassa
de P. pastoris per a cada condicié de cultiu realitzada en aquest estudi. Els resultats obtinguts
han estat utilitzats en els capitols segtients per realitzar I'analisi de fluxos metabaolics.

En el Capitol 3, es realitzaren experiments amb marcatge *3C fraccional biosintéticament dirigit
(BDF). Els experiments es realitzaren en cultius operats en continu de P. pastoris creixent amb
barreges de glucosa/metanol com a font de carboni, per tal d’obtenir informacié sobre les
relacions entre fluxos de les principals vies metaboliques del metabolisme central d'aquest llevat.
Es desenvoluparen noves equacions pel cas de la mescla de font de carboni mixta
glucosa/metanol utilitzada. Seguidament, aquestes relacions foren utilitzades per dur a terme
I'analisi de fluxos metabolics de les diferents soques de P. pastoris secretores d'una lipasa
recombinant (les quals tenien 1 i 2 copies del gen que codifica la lipasa). La principal
caracteristica obtinguda, reflectida en els diferents quocients de fluxos metabolics i les dades
macroscopiques dels cultius, fou la similitud en les estimacions finals de fluxos entre les dues
soques productores de lipasa. No obstant, s’observaren diferéncies estadisticament significatives
al comparar ambdues soques amb la soca control de referéncia (no productora).

Durant el Capitol 4, seguint la mateixa metodologia comentada en el capitol anterior, s’estudia
I’efecte de la taxa de diluci6 i diferents relacions de barreges glicerina/metanol com a font de
carboni en cultius en continu de P. pastoris amb una Unica copia del gen de la lipasa .
Concretament, es realitzaren cultius a dues velocitats de dilucié per tal d’avaluar I'impacte
combinat de la composicié de les diferents mescles de fonts de carboni i velocitat de creixement
sobre la distribuci6 de fluxos intracel-lulars. Les dades experimentals obtingudes en aquest estudi
es combinaren amb dades de marcatge *C obtingudes en experiments previs sota les mateixes
condicions. No obstant, com a conseqliencia de la utilitzacio de glicerina en lloc de glucosa, no
fou possible la utilitzacié de les equacions de flux formulades en el capitol anterior. Per tant,
com a soluci6 alternativa, s’implementa una metodologia basada en l'avaluacié global de la
xarxa metabolica per tal de calcular la distribucié de fluxos. Curiosament, no s’observaren
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diferencies estadisticament significatives en la distribucié de fluxos quan es compararen els
diferents cultius amb diferent relacié de glicerina/metanol realitzats sota la mateixa taxa de
dilucié. D’altra banda, si que s’observaren clares diferéncies en el moment de comparar els
patrons de flux corresponents a diferents taxes de dilucid.

Les diferents analisis metabolomiques es descriuen en els Capitols 4 i 5. En el Capitol 5,
s’aplica una analisi metabolomica juntament amb una distribucié de fluxos en condicions
isotopomeriques no estables (condicions de marcatge *C en dinamic) per a caracteritzar el
metabolisme central de carboni de la soca de referéncia (control) de P. pastoris creixement amb
glucosa/metanol com a font de carboni mixta. Una nova metodologia basada en les dades de
marcatge obtingudes mitjancant GC-MS i LC-MS ens va permetre una quantificaci6 més
precisa dels diferents fluxos metabolics per a les vies de les pentoses fosfat, la glucolisi i la via
d'assimilacio del metanol. Posant com a referencia els resultats obtinguts en el capitol 3, aquesta
nova metodologia permeté determinar una distribucié de fluxos més amplia i acurada. Aixi
mateix, es realitza una analisi termodinamica de les dades de metabolomica , la qual ens va
permetre validar les concentracions de metabolits mesurades i les direccions dels fluxos
calculades. Finalment, en el Capitol 6, es realitza una comparacié fluxomica i metabolomica
entre les diferents soques utilitzades en aquesta tesi, a més a més d'una altra soca amb més de 2
copies del gen de la lipasa disponible en el Grup de recerca. Els resultats obtinguts no mostraren
diferéncies estadisticament significatives entre les diferents soques productores en termes de
distribucié global dels fluxos. Ara bé, s'observaren diferéncies locals estadisticament
significatives en alguns punts de la xarxa metabolica. A més, I'analisi metabolomica, revela
diferéncies clares entre la soca control i la productora, com ara la concentracié de trehalosa,
metabolit estretament lligat a respostes d’estres.

En general, durant aquesta tesi s’ha portat a terme amb exit la implementacio de noves
metodologies per a l'analisi dels fluxos metabdlics de P. pastoris. Aquestes metodologies han
estat comparades i posteriorment validades. A més a més, utilitzant les diferents dades
metabolomiques obtingudes, ens ha permés expandir la xarxa metabolica proposada durant els
primer capitols d’aquesta tesi, ampliant aixi el coneixement sobre I’impacte de producci6 d’una
proteina recombinant sobre el metabolisme central del carboni de P. pastoris creixent sobre fonts
de carboni mixtes..



Summary

Summary

Determination of metabolic fluxes constitutes a fundamental tool for quantitative analysis of cell
physiology, as they provide a measure of the degree of engagement of various pathways in
metabolic processes and overall cellular function. Accurate quantification of the magnitude of
pathway fluxes in vivo is, therefore, an important goal of cell physiology and metabolic
engineering, especially in the context of industrial biotechnology, where the aim is to convert as
much substrate as possible into useful products such as chemicals, chemical building blocks,
biopolymers or bioactive compounds such as proteins.

This research project was aimed to contribute to the better understanding of the Pichia pastoris
physiology under recombinant protein production stress. Specifically, this thesis was focused on
the systematic analysis of cell metabolism at the fluxome and metabolome omics levels, and how
datasets from these different levels can be integrated and contribute to the understanding of the
impact of the potential burden imposed by the secretion of a recombinant protein and the type
of mixed carbon source used.

In Chapter 2, a consistent description of the biomass principal component of P. pastoris was
obtained for each condition tested in this study, obtaining the best estimation of the biomass
composition. The obtained results were afterwards used in the following chapters to perform the
metabolic flux analysis.

In Chapter 3, biosynthetically directed fractional '*C-labelling (BDF) experiments were
performed in chemostat cultures of P. pastoris growing on a glucose/methanol mix, obtaining
information about the principals metabolic flux ratios of the central carbon metabolism of this
yeast. New equations were developed for the case of “glucose/methanol” as a mixed carbon
source. Afterwards, these values were used to perform the metabolic flux analysis of two P.
pastoris strains secreting different amounts of a recombinant lipase (corresponding to strains
harbouring 1 and 2 copies of the lipase encoding gene). The most prominent feature obtained,
already indicated by the metabolic flux ratios and the macroscopic data, was the similarity in
flux estimations between the two lipase producing strains. Nevertheless, statistical differences
were observed when comparing the control (non-producing) strain to the production strains.

In Chapter 4, using the same experimental approach as in chapter 3, chemostat cultures of the P.
pastoris strain harbouring one copy of the lipase gene growing on 3 different
“glycerol/methanol” and 2 dilution rates were performed to evaluate the impact of carbon mix
compositions and growth rate on the flux distribution. Experimental data was combined with
existing **C-labelling datasets obtained from previous BDF experiments performed on replica
experiments. However, due to the use of glycerol instead of glucose, it was not possible to use
the equations formulated in the previous chapter. Hence, an alternative approach based on the
global evaluation of the metabolic network was done in order to calculate the final flux
distribution. Interestingly, no statistical differences were observed when the experiments were
done under a given dilution rate varying the glycerol-methanol concentrations. Nevertheless,
clear differences were observed when comparing flux patterns corresponding to different
dilutions rates.

The metabolome analyses were performed in Chapters 4 and 5. In Chapter 5, metabolomic and
instationary *3C flux analysis was applied to characterize the central carbon metabolism under
“glucose/methanol” co-assimilating conditions, using the same reference control strain from
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Summary

Chapter 3. A new methodology based on GC-MS and LC-MS derived data allowed for an
accurate mapping of metabolic fluxes for the glycolytic, pentose phosphate and methanol
assimilation pathways. Compared with the results obtained in Chapter 3, more fluxes could be
determined. Furthermore, using thermodynamic metabolic network analysis of metabolome data
allowed validating metabolite measurements and metabolic flux directions.

Finally in Chapter 6, a fluxome and metabolome comparison between the strains used in this
thesis plus another strain harbouring five copies of the lipase gene was performed. The results
showed no statistical differences between the tested strains in terms of global flux distribution,
however we observe statistical differences in some fluxes of the metabolic network.
Nevertheless, metabolome analysis, revealed some clear differences for example in the trehalose
pool, as a result of the impact of protein secretion in the metabolite concentration pools.

Overall, during this thesis we have succeeded in establishing new methodologies for the analysis
of Pichia pastoris flows. These methodologies have been compared and validated. Moreover
using the metabolomics data obtained has allowed us to expand the metabolic network proposed
in the early chapters increasing the knowledge about the impact of a recombinant protein
production using different carbon sources as a mixed substrates.
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Capitol 1

Biotecnologia

Entenem per biotecnologia I’aplicacié dels principis de la ciéncia i de I’enginyeria al
processament de materials mitjancant agents biologics per tal d’obtenir béns i serveis. Tractant-
se d’una ciencia interdisciplinaria, requereix de coneixements procedents de diferents ambits de
treball com ara la biologia, I’enginyeria, la quimica aplicada i requereix de complexes técniques
computacionals.

Els camps d’aplicacio de la biotecnologia, cada cop més extensos, abasten sectors com a ara el
farmaceutic, quimic, alimentari o el de I’agricultura, entre d’altres. Ara bé, una de les aplicacions
més precisades és en la produccio de petites quantitats de productes amb gran valor afegit.
D’altra banda, I’augment del rendiment i la disminucié de costos de produccié és un aspecte
rellevant en la biotecnologia quan observem grans produccions amb poc valor afegit[1]. Aixi
doncs, podem incloure la produccid de proteines heterologues, com productes de gran valor
afegit, punt de partida per la produccid de productes farmacéutics o d’enzims industrials [2]. Tot
I que s’han produit quantitats importants de proteines actives mitjancant diferents sistemes
biologics [3], encara hi ha limitacions per a la seva produccié a escala industrial.

El camp de I’enginyeria metabolica té com a principal objectiu la manipulacié racional del
metabolisme cel-lular mitjancant diferents técniques, amb la finalitat de produir el compost final
desitjat o contrariament, eliminar o reduir els compostos que no son d’interés. Per poder
aconseguir aquest objectiu, es precisa d’un coneixement extens del metabolisme cel-lular de
I’organisme en quiestié [4].

Sistemes d’expressio

Els sistemes d’expressio per a proteines recombinants estan basats en organismes procariotes i
eucariotes, cadascun d’ells amb les seves particularitats que els caracteritzen. Per tal d’escollir el
sistema d’expressio més adequat cal avaluar diferents aspectes que van des de la productivitat
del sistema, les caracteristiques fisico-quimiques i la bioactivitat de la proteina fins a aspectes
economics de produccié o de seguretat del sistema [5].

Els llevats

Els llevats son sistemes d’expressié eucariotics, classificats dins el regne dels fongs unicel-lulars
amb la capacitat de metabolitzar sucres amb condicions de disponibilitat d’oxigen reduida . Com
a sistema d’expressiéo comparteixen amb els sistemes procariotes la simplicitat de cultiu i
velocitats relativament altes de creixement amb costos de produccio reduits, caracteristiques que
permeten un sistema on les proteines sintetitzades siguin secretades al medi. D’altra banda, en
ser organismes eucariotics, tenen la possibilitat de produir proteines amb modificacions post-
traduccionals propies d’aquest tipus d’organismes necessaries per a la seva funcionalitat.
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Llevats metilotrofics

Pichia pastoris és un llevat metilotrofic facultatiu que pertany al grup dels ascomicets, els quals
es reprodueixen per gemmacié homotalica tenen una dotacié genomica que roman haploide. [3].
Aquests llevats comparteixen una ruta especifica d’assimilacio de metanol Figura 1. Les
reaccions inicials tenen lloc en organuls especialitzats, els peroxisomes, seguit per diferents
etapes posteriors en el citoplasma. L’adaptacid al creixement sobre metanol implica la induccio
de les activitats d’un determinat nombre d’enzims clau, com és el cas de I’alcohol oxidasa, la
catalasa, la formaldehid deshidrogenasa i la dihidroxiacetona sintasa, aixi com la biosintesi de
peroxisomes [6]. D’altra banda, la induccié de la produccié d’aquests enzims esta fortament
reprimida en el moment en qué s’utilitzen substrats multicarbonats com la glucosa o la glicerina.
Ara bé, també pot tenir lloc una coassimilacié simultania d’una font de carboni multiple i
metanol sota determinades condicions de creixement[7][8][9].

Pichia pastoris com a sistema d’expressio

El sistema d’expressio de proteines heterdlogues en P. pastoris esta principalment basat en I’Us
del promotor de I’enzim alcohol oxidasa (Paox1), que esta fortament regulat i induit per metanol,
fent-lo molt atractiu per a la seva aplicacié en la producci6 de proteines recombinant.

P. pastoris €s un llevat metilotrofic que presenta diversos avantatges respecte altres llevats com a
sistema d’expressid. La glicosilacid representa una important modificacié per a les proteines
expressades, amb un impacte potencial sobre la seva estabilitat, activitat o immunitat. P. pastoris
té menys tendencia a la hiperglicosilacio de proteines que S. cerevisiae. Altres caracteristiques
que fan de P. pastoris un sistema d’expressio interessant son: la possibilitat d’aconseguir
quantitats de proteines en el rang de mil-ligrams a grams, la capacitat de créixer eficientment en
un medi minim barat, la rapidesa amb que els cultius poden ser escalats per satisfer demandes
més grans i la possibilitat de controlar parametres que influeixen en la productivitat del sistema
com ara el pH, I’aeracié i I’addicio de substrat.

Referent a les tecniques de manipulacié genetica per a P. pastoris, aquestes son relativament
senzilles i similars a les desenvolupades per a Sacharomyces cerevisiae. A més, el fet de ser un
organisme haploide representa un avantatge, ja que qualsevol mutacié genética es manifesta
fenotipicament.

D’altra banda, el fet que presenta un nivells de secrecié de proteines natives, facilita la
purificacié de les proteines recombinants secretades.

En la Taula 1 es mostra una classificacié de diferents sistemes d’expressié amb els pros i els
contres de la seva utilitzacio.
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Sistema .
, L Avantatges Inconvenients
d’expressio
I.  Sistema d’expressid rapid . Producci6 de proteines
Bacteris  Il.  Medi de produccié assequible toxiques
I1l.  Altes densitats cel-lulars Il.  No realitzen modificacions
IV.  Facil procés d’escalat postraduccionals
I Sistema d’expressio I.  Degradaci6 de proteines al
. moderadament rapid medi per la presencia de
Llevats i .
fonas . Altes densitats cel-lulars proteases.
g Il Medi de produccio simple Il.  Creixement més lent que les
V. Facil procés d’escalat bactéries.
I Rendiments elevats . .
. 1. Condicions de cultiu
Cél-lules 11 Plegaments correctes de .
s . especifiques
d’insecte proteines
I1. Modificacions postraduccionals
I.  Elevat cost del medi de cultiu
Cél-lules - . Il.  Sistema de cultiu molt
. Alta produccio de proteines
animals complex

1. Creixement molt lent

Taula 1. Resum general de diferents sistemes d’expressio. [10]

Promotor de I’AOX en Pichia pastoris

L’enzim alcohol oxidasa és el responsable de la primera de les reaccions d’oxidacié del metanol
en Pichia pastoris, i la seva sintesi esta principalment regulada a nivell transcripcional pel
promotor usat per excel-lencia en I’expressi6 de proteines heterologues en aquest
microorganisme, el Paoxi. D’altra banda existeix un altre gen responsable de la sintesi de I’enzim
en questid, el gen de I’alcohol oxidasa 2 (Paox2)[11].

La preséncia d’aquests dos gens possibilita I’existéncia de tres fenotips diferents en quant a la
seva capacitat de degradacio de metanol: el fenotip salvatge o Mut™ amb la preséncia de tots dos
gens AOX, el fenotip Mut® (on s’hi ha deleccionat el gen AOX1) i la Mut™ (on no hi és present cap
dels dos gens AOX). Els nivells de transcripcié de I’AOX1 son molt més elevats que els de
I’AOX2. Per aquest motiu, s’utilitza el Paox1 per a I’expressio de proteines recombinants
Tanmateix, existeixen promotors alternatius per a la produccié de proteines heterologues en P.
pastoris Per exemple, el promotor constitutiu de la gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (Pcap),
el promotor de la formaldehid deshidrogenasa (Pr.p), regulat per la font de nitrogen o també el
promotor de la isocitrat liasa (PicL1), induible per etanol, [12] i més recentment diferents
promotors els quals no dependents de I’Us de metanol com a inductor per la sintesis, el Pyers, €l
Psery, €l Pis1, €l Pryre i €l Pryins [13]

Aquesta tesi ha estat centrada en I"Gs del sistema classic, és a dir soques de fenotip Mut™ que
expressen el gen ROL sota el control del promotorAOX1 [14][15].
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Metabolisme del metanol en llevats metilotrofics

L’oxidaci6 completa del metanol a CO, i H,O en microorganismes metilotrofics engloba tant
vies dissimilatories, les quals generen energia, com vies assimilatories, les quals permeten tant
I’obtencié d’energia a través del cicle dels acids tricarboxilics com la biosintesi de material
cel-lular. No obstant aix0, aquest metabolisme, en els llevats metilotrofics difereix respecte al
dels bacteris metilotrofics en els seglients aspectes:

La naturalesa dels enzims involucrats: Per realitzar el primer pas d’oxidaci6 del metanol, els

Ilevats no posseeixen metanol deshidrogenases siné alcohol oxidases.
La compartimentalitzacié de les reaccions durant el procés: En el cas dels llevats, part de

I’oxidacié del metanol te lloc dins d’organuls cel-lulars denominats peroxisomes. Aquests
compartiments membranosos contenen alguns dels enzims i metabolits involucrats en el
procés d’oxidacié del metanol com per exemple I’alcohol oxidasa i la catalasa. Els
peroxisomes poden arribar a ocupar el 90% del volum cel-lular quan les cél-lules creixen en
presencia de metanol com a Unica font de carboni [16].

La via de generacié d’energia: En els bacteris metilotrofics I’oxidacié del metanol esta

acoblada a la cadena de transport d’electrons. Tanmateix, en els llevats metilotrofics es
genera poder reductor en forma de NADH en reaccions posteriors a la primera reaccié
d’oxidacid del metanol a formaldehid.

En la Figura 1 es mostren les principals reaccions involucrades en el procés de metabolitzacio
del metanol en llevats metilotrofics, aixi com la compartimentalitzacié del conjunt del procés a
I’interior de la cél-lula.

Pel que fa al metabolisme energetic, en els llevats metilotrofics, la via energetica d’oxidaci6 del
metanol a CO; i H,0 es defineix basicament en dues etapes:

La primera etapa consisteix en I’oxidacié de metanol a formaldehid. Aquesta reaccio, la qual
és essencial per a I’assimilacio del metanol, té lloc integrament a I’interior del peroxisoma
pero d’ella no es despren energia atil per a la cel-lula.

Una segona fase, on part del formaldehid generat abandona el peroxisoma i s’oxida fins a
CO; en el citosol. Els enzims que catalitzen aquesta segona fase son dependents del NAD" i
de la seva activitat es despren poder reductor en forma de NADH. Els llevats metilotrofics
obtenen energia per a la seva activitat cel-lular mitjancant I’oxidaci6 d’aquest poder reductor
(NADH) generat en el citosol.

Finalment, part del formaldehid que no es oxidat cap a la formacié de CO, es assimilat cap a
I’interior del metabolisme central de carboni amb la condensaci6 d’aquets amb una molécula
de xilulosa-5-monofosfat al peroxisoma catalitzada per la DHAS. Els productes d’aquesta
condensacid: el gliceraldehid-3-fosfat i la dihidroxiacetona abandonen el peroxisoma i entren
a la via citoplasmatica de regeneracio de la xilulosa-5-monofosfat. Per cada tres cicles es
genera una molécula neta de gliceraldehid-3-fosfat.
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Figura 1. Representaci6 esquematica del metabolisme del metanol en llevats metilotrofics. Enzims del
peroxisoma:l, AOX; 2,Catalasa; 5DHAS. Enzims del citoplasma: 3, formaldehid deshidrogenasa; 4, format
deshidrogenasa; 6, dihidroxiacetona quinasa; 7, fructosa 1,6-bifosfat aldolasa; 8, fructosa 1,6-bifosfat fosfatasa.

La lipasa de Rhizopus oryzae

Les lipases sén enzims que catalitzen la hidrolisi de triglicérids per donar acids grassos lliures
(nomo i diglicerids) i glicerina. Aquesta reaccié és d’equilibri, de forma que la lipasa pot
catalitzar també la sintesi de forma inversa. L’equilibri entre una reaccio i I’altra esta controlat
pel contingut d’aigua en el medi de reaccié de forma que, en condicions no aquoses, la lipasa
catalitza la reacci6 de sintesi d’esters.

En aquest treball, s’ha utilitzat el gen codificador d’una lipasa del fong Rhizopus oryzae (ROL)
com a gen per ser expressat heterologament en P. pastoris. A part de la facilitat de seguiment del
seus nivells d’expressié amb un senzill assaig d’activitat lipolitica (Capitol 2, Assaig activitat
lipolitica), el qual permet seguir els nivells de transcripcié a partir del promotor de I’alcohol
oxidasa (AOX1), és una proteina model d’interes ja que la secrecié de la seva forma madura en
P. pastoris provoca una forta resposta d’estres cel-lular en aquest organisme (Resina et al 2007).
D’altra banda, és enzim que presenta nombroses aplicacions d’interés industrial en el camp de la
quimica fina.

El fong Rhizopus oryzae (Figura 2) és un organisme amb capacitat lipolitica, que originalment
s’ailla del fruit de la palma. De cultius d’aquest fong se n’ha aillat una lipasa extracel-lular
coneguda amb el nom de Rol (Rhizopus oryzae Lipase) [17]. La Rol nativa és una proteina de
392 aminoacids dividits en uns 26 primers aminoacids que conformen la seqléncia senyal,
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seguits d’una pro-regié de 97 aminoacids, i finalment els 269 aminoacids que contenen la
sequencia de la proteina madura[18].

Figura 2. Fong Rhizopus oryzae

Les lipases son ampliament utilitzades a la industria, especialment en el sector farmaceéutic [19].
Tambeé es poden utilitzar per realitzar resolucions de les mescles racemiques, degut a la seva alta
selectivitat i especificitat [20]. Altres aplicacions de les lipases es troben en la produccié de
biosulfatants pels aliments, produccié de biodiésel, o sintesi d’antitumorals, entre un gran
nombre d’altres aplicacions. [21][22].

Cultius operats en continu com a eina experimental per a I’analisi quantitativa del
metabolisme

Per a I’estudi de sistemes biologics, es precisa d’unes condicions de cultiu molt ben controlades,
ja que és vital per una bona caracteritzacié de I’estat fisiologic de la cel-lula en qlesti6. Per
aquesta rao, els cultius en bioreactor operats en continu sovint s’utilitzen per a tal finalitat [23]
[24], i fou escollit com a millor estratégia de cultiu degut a la facilitat d’estudi de les respostes
cel-lulars a particulars pertorbacions com ara I’aeracio, la temperatura, o el pH, entre d’altres,
mantenint la resta de parametres constants. D’altra banda aquests sistemes de cultiu sovint també
son escollits per a I’estudi de pertorbacions puntuals, com ara augments sobtats de I’entrada
d’aliment (polsos) o canvis de gradients d’aquest.

Els cultius en continu, de la mateixa forma que ens permeten un bon control de les condicions
predeterminades, ens faciliten I’estudi del nostre sistema amb una visié global de “caixa negra”,
a causa de la completa caracteritzacié que ofereix un sistema en estat estacionari (Figura 4).
Durant el transcurs d’aquesta tesi, el model de caixa negra ha estat aplicat utilitzant el balang
elemental de components com a restriccié per tots els experiments en continu. L’aplicacio
d’aquest model ens permet estudiar un sistema sobredeterminat on es poden aplicar tests de
consistencia estadistica [25] amb un 95% de confianca com a prova que no existeixen errors
estadisticament representatius en les mesures.

Aixi doncs, aquest estricte control dels cultius ofereix una gran repetibilitat d’aquests amb petites
variacions en mesures.

26



Fontde C CO

2

OXigEH

- Capitol 1
-ont de NsP-S HZO P

Biomassa
Producte

Figura 3. Model de caixa negra aplicat al sistema experimental

Analisi de Fluxos metabolics (MFA)

Principi del MFA

Com a base d’investigacié del metabolisme central de microorganismes s’utilitza I’eina
denominada analisi de fluxos metabolics (MFA), també coneguda com a balan¢ de metabolits.
Aquesta metodologia és fregiientment aplicada al camp de I‘enginyeria metabolica, la qual té
com a finalitat la quantificacié dels fluxos intracel-lulars en un sistema en estat estacionari amb
un model metabolic préviament definit. Amb la informacié obtinguda, hom pot obtenir un ampli
coneixement del comportament intern del sistema d’estudi i intentar predir la conducta fenotipica
dels microorganismes sota les condicions d’operaci6 establertes, com a resultat d’alteracions
genetiques o possibles efectes de diferents condicions ambientals. Un cop establert el model
estequiometric, es poden realitzar possibles prediccions del comportament cel-lular mitjancant la
distribucid del carboni intracel-lular, utilitzant aquesta metodologia com una eina important per a
la enginyeria metabolica.

Marc matematic

L’analisi de MFA esta basada en el principi de conservaci6 de masses dels metabolits
intracel-lulars utilitzant una ret estequiomeétrica definida. Mesurant la relacié de conversio neta
dels metabolits extracel-lulars, i assumint sempre un estat estacionari per la concentracio de
metabolits intracel-lulars sense tenir en compte els efectes de dilucid del creixement, el balang de
massa pot ser escrit de la forma seguent:

G)v=(>) Eq.1
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En I’equacié 1 S és la matriu N-V, on N és el nombre de metabolits intracel-lulars i V és el
nombre total de fluxos representats en el vector de fluxos (v). R és la matriu de mesures M-V, on
M és el nombre de fluxos nets mesurats representats en el vector r,,. La matriu R conté una Unica
entrada per a cada mesura de fluxos nets.

En el cas on el rang de I&)I és igual al nombre de fluxos (¥}, el sistema d’equacions és determinat
i la totalitat dels fluxos poden ser calculats realitzant la inversié de la matriu. En certs casos, el
sistema d’equacions és indeterminat Ii'rm-!,:j GJ = LJ llavors solament les combinacions lineals
dels fluxos poden ser resoltes de la forma segiient:

V = pinv (;i) . (&) + nufl (%) i Eq. 2

L’Eq. 2 “pinv” reflecteix la pseudo-inversa de la matriu i “null” representa I’espai nul d’aquesta.

El vector [¥ conté els coeficients de les columnes de la matriu d’espai nul les quals representen
els graus de llibertat que romanen després de la combinacié dels balancos amb els fluxos
extracel-lulars mesurats.

La Figura 5 mostra I’aplicacié de MFA per a resoldre possibles distribucions de fluxos en 4 rets
metaboliques simplificades. Fluxos a través de nodes lineals o divergents poden ser facilment
calculats, tal i com es mostra en la figura 5 A. D’altra banda un punt débil d’aquesta metodologia
és la identificacid de vies metaboliques paral-leles, reaccions reversibles o cicles metabolics com
en el cas de la Figura 5 (B C). Per aquestes dos ultimes situacions de possibles vies
metaboliques, el conjunt d’equacions lineals és indeterminable i solament un subconjunt de
fluxos pot ser calculat. La matriu columna que apareix en cadascun d’aquests exemples
reflecteix el grau de llibertat d’aquests sistemes, fet que ens indica que una mesura addicional és
necessaria per la seva resolucio.
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Figura 4. Aplicacio6 de la metodologia de MFA per la resolucio de distribucions de fluxos en diferents vies
metaboliques. (A) vies divergents (B) vies paral-leles. (C) vies reversibles o cicles metabolics. (D) vies paral-leles
amb fraccions conservades. Les vies metaboliques A i D produeixen sistemes determinats d’equacions amb el
consegient d’una Unica possibilitat de calcul. D’altra banda les vies metaboliques B i C sén sistemes indeterminats.
Aixi doncs, algun dels fluxos pot ser calculat mentre que d’altres han de ser expressats com a combinacio lineal de
la norma minima i de I’espai nul [26].

Técniques de marcatge isotopic amb **C

Una alternativa metodologica per resoldre fluxos a través de vies paral-leles, reaccions
bidireccionals i cicles metabolics és complementar I’analisi de MFA amb experiments de carboni
marcat “*C. Els experiments amb carboni marcat es basen en el principi de substituir I’aliment
subministrat al sistema per un de completament igual perd amb la peculiaritat que els atoms de
carboni sén *C. Aquest carboni marcat es distribueix a través de la xarxa metabolica d’estudi,
originant diferents graus d’enriquiment en **C en els metabolits intracel-lulars. Basant-se en les
diverses posicions on es localitzen els atoms **C com a consegiiéncia de les diferents reaccions
metaboliques, aquesta metodologia permet discernir i quantificar el flux a través de les diferents
rutes metaboliques, inclUs si aquestes tenen la mateixa estequiometria general. A la Figura 6 es
mostra un petit exemple d’aquesta técnica, on el producte final pot ser sintetitzat mitjancant dues
vies paral-leles. Tal i com s’ha comentat anteriorment, el balan¢ d’equacions plantejat forma un
sistema indeterminat, el qual no ens déna una Unica possible solucié. La distribuci6 de fluxos a
través d’aquestes vies paral-leles pot ser resolt alimentant una mescla de substrat no marcat i
d’uniformement marcat en tots els seus carbonis [U-*C], i mesurant el patr6 de marcatge del
producte resultant. El producte format mitjancant la ruta v1-v2 tindra el mateix patré de
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marcatge que el substrat subministrat. D’altra banda el producte format per la ruta v3-v4
reflecteix quatre patrons de marcatge diferents. La relaci6 entre el producte totalment marcat i el
parcialment marcat es pot extreure directament de la distribucié de fluxos entre les dues vies
paral-leles.

Cal remarcar que en aquest cas concret, el subministrament d’una font de carboni marcada
Gnicament en la posicié C1 [1-**C] no ens resoldria la distribucié de fluxos a través de les dues
vies ja que les dues vies de formacié de producte originarien la mateixa distribucié de marca
final. Aixi doncs, és molt important la realitzacié d’un primer pas d’estudi on s’ha d’analitzar
que és el que volem mesurar [27] i quina és la millor opcié de marcatge [28].

El major avantatge de realitzar experiments amb substrat *C és la riquesa d’informacié que
s’extreu un cop analitzades les mostres. El nombre total de possibles combinacions **C i *C en
una molécula, la qual conté n atoms de carboni es 2". Aixi doncs, la informacio extreta depen de
cada metabolit en questio. Durant el transcurs d’aquesta tesi ens referirem a aquestes
combinacions com isotopomers.

D’igual forma que amb el balan¢ massic, podem formular un balang d‘isotopomers el qual ens
aporta restriccions addicionals que poden ser imposades pel calcul de fluxos.

(%Y f ﬁf}'l { 0.5

(oas o [l [5) [
(806 o 1 44 0 ols|® el 05|,
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Figura 5 . Utilitzaci6 de les técniques de marcatge **C per a la resolucié de vies paral-leles. Cercles oberts
representen atoms **C mentre que els cercles negres representen atoms **C. Alimentant el sistema amb un substrat
mescla de no marcat i uniformement marcat *C i mesurant els patrons de marcatge del producte P, la distribucié de
fluxos entre les dues vies paral-leles pot ser avaluada. [26]
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Marc experimental

Les tres principals metodologies per la quantificacié d’enriquiments isotopics de metabolits
intracel-lulars s6n 2D[**C,*H] COSY NMR [29] ,GC-MS [30] i LC-MS [31]. En la Taula 2, és
mostren un resum dels avantatges i els desavantatges d’utilitzar cadascuna d’aquestes
metodologies.

2D [*C,'H] COSY NMR

La mesura de les diferents ressonancies magnética nuclear ‘NMR’ de distribucions **C esta
basada en la divisi6 dels senyals *H-NMR de protons, els quals estan enllacats amb atoms *C o
de la divisi6 de senyals *C-NMR de carbonis **C enllacats amb atoms **C. La detecci6 de
abundancies relatives “valors-f” representa la interaccié mitjancant un atom de carboni *C i els
seus successius veins en una mateixa molécula. Depenent del nombre d’acoblaments **C-**C
romanents en el fragment analitzat, les abundancies relatives “valors-f” representades en la
Figura 8 poden ser detectades.

A) Observant un atom de carboni terminal

@—Hc Singlet (s) —> fY
@—13C Doblet (d)=—> f1?

B) Observant un atom de carboni dins d’un fragment C; amb diferent constant d’acoblament
(diferenciem els carbonis veins de I’atom observat)

12c—@—12c Singlet (s) —> f1
Bc—@—uc Doblet (d,) —> f@

12(;—@—13C Doblet (d,) ——> fi2")

13C—@—13C Doblet de doblets (dd)—> f3)

C) Observant un atom de carboni dins d’un fragment C3 amb igual constant d’acoblament.

12C—@—12C Singlet (s) — fi1)
13C_@—12C Doblet (d,)
1zc_@—13c Doblet (d,)

13c—é@—wc Doblet de doblets (dd)——> )

o

Figura 6. Nomenclatura de les intensitats relatives de cadascuna de les possibilitats que es poden contemplar
en les diferents molécules d’aminoacids proteics.
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Tenint en compte la reduida sensibilitat de la metodologia NMR, el marcatge dels metabolits
intracel-lulars ha de ser avaluat mitjancant I’acumulacié de biomassa i la seva posterior analisi
mitjancant els aminoacids proteics i els carbohidrats de reserva. Aixi doncs, coneixent les vies
metaboliques de sintesi d’aminoacids podem extreure el patr6 de marcatge de la majoria de
metabolits primaris Figura 7. S’ha de remarcar que com que els metabolits precursors de
biomassa estan localitzats en compartiments predefinits, Ilavors el valor d’enriquiment isotopic
mesurat és especific de cada lloc.

Com ja és conegut, els temps d’intercanvi en els constituents de la biomassa son llargs, de
I’ordre d’hores, fet que obliga a I’alimentacié de substrat marcat durant periodes llargs fins
arribar a un patré de marcatge **C estable i poder realitzar la mesura. EI reemplacament de
carboni *2C per *3C té lloc practicament amb la formacié de nova biomassa i el rentat d’aquella
ja present en el reactor. Aixi doncs, significa que en operacions amb discontinu i discontinu
alimentat s’ha d’alimentar totalment substrat *3C des de I’inici, mentre que amb operacions en
continu sén necessaris tres temps de residencia per reemplacar el 95% de la biomassa original,
calculat amb una cinética de rentat de primer ordre.

Degut al lent temps renovacid de la biomassa, no s6n necessaries técniques rapides de presa de

.....

amb HCI (metodologia ampliament descrita en el Capitol 2).

Metodologia 5
yo a1 g Que es mesura? Avantatges Desavantatges
d’analisi
I. Sensible I. Cal presa de mostra rapida i
Isotopomers oy .
massics de 1. Informacid directa de marcatge parada del metabolisme
LC-MS L. Bc I1. Informacio de patrons de
metabolits . . T .
. I11. Rapid estat estacionari isotopic. marcatge cel-lular promig
intracel-lulars
Isotopomers I. Derivatitzacid de les
massics I. Sensible mostres preévies als
d’aminoacids 1. Informacid directa de marcatge analisis
GC-MS o . 13
proteics intactes i C Il. Cal presa de mostra
metabolits I11. Rapid estat estacionari isotopic. rapida
intracel-lulars
I. Analisi no destructiu
I. Informaci6 especifica sobre -
. P o I. Menys sensibilitat
compartimentalitzacio .
. , 13 I1. Informacid indirecta de
Estructures fines d subcel.lular de patrons ~°C . 13
NMR . . .. metabolits marcats amb ~°C
aminoacids proteics  I1l. Facil presa de mostra . A
, N I11. Estat estacionari isotopic
IV. No s6n necessaries tecniques de lent
separacid '

Taula 2. Avantatges i desavantatges de les tres metodologies d’analisi més frequents utilitzades per la mesura
de distribucions **C. [26]

32



Capitol 1

Glucose

‘ ’
@: e @_j‘n_g
—— N AL 89 )
[(HIHEHT] @) ¢ @0 ~__ @EEH! 0 e
Asp, st M, T AcCoh,, /X““mx ‘ A
g - ==
] — e} AL} Poa
(ﬁ Em < ﬂ T MQ éé{m
L < 1 A it
CI‘J':'J: | -"-:ﬂl. Ej’dﬂ } s b1 poe
[ aca 1) Mal Borzes
\' Sues, lys ¢
P, Fum,t” 1 |
\  Glyoxylale Ghyax.\
¥ Cye v [ | |
S0 / Fum,g ' from
b P =T eyHAcCoA

33

Figura 7. Xarxa metabolica formulada per a P. pastoris. En la figura es mostren totes les possibles entrades de
carboni utilitzades durant aquest treball, glucosa, glicerol i metanol. Tant els aminoacids com els fragments
originaris d’un Gnic intermediari del metabolisme central es representen a I’interior de requadres. Les linies fines
entre els carbonis dels aminoacids proteics representen unions de carbonis procedents de molécules diferents,
mentre que les linies més gruixudes indiquen unions intactes de carbonis provinents de la mateixa molécula.
L’esquelet carbonatat de la via de la glucolisi, pentoses fosfat (PPP) i el cicle dels acids tiocarboxilics (TCA cycle)
es representa mitjancant cercles, triangles i quadrats, respectivament. EI nombre de cada atom de carboni en els
aminoacids correspon a la posicié de carboni en el seu metabalit precursor. [9]
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LC-MS

Actualment, s’estan utilitzant noves tecniques per a la determinacié directa de patrons de
marcatge *C de metabolits primaris, com és el cas de LC-MS i GC-MS [32]. La metodologia
LC-MS consta de dues etapes principals. Un primer pas de cromatografica liquida (LC) i un
segon pas de identificaci6 massica (MS). A diferéncia de la metodologia de NMR, permet
quantificar directament metabolits primaris.

Els temps de renovacio per als metabolits primaris de les vies principals (glucolisi i pentoses
fosfat) son de I’ordre de segons, fet que provoca temps curts d’alimentacié amb substrat **C amb
el consequent descens considerable del cost de I’experiment. Tenint en compte aquest temps
d’intercanvi, cal un sistema rapid de presa de mostra i parada del metabolisme cel-lular que
permeti una correcta determinacié dels patrons de marcatge *C.

El protocol per a la realitzacié d’un mostreig adequat depén basicament del sistema d’estudi
escollit, on cal tenir en compte el microorganisme utilitzat i qué és el que volem mesurar [33]
[34]. El fet que en microorganismes compartimentalitzats alguns dels metabolits es localitzen en
diferents organuls, com el cas del piruvat, aquestes metodologies encara avui en dia no poden
discernir els patrons de marcatge corresponents a cadascuna de les subpoblacions d’un
determinat metabolit, ja que en el pas d’extraccid la cél-lula es lisa totalment. Aixi doncs, per
aquests casos concrets, el patrd de marcatge quantificat és el patr6-mig del total de molecules del
metabolit en questio presents a la cel-lula.

GC-MS

La metodologia GC-MS consisteix basicament en dues etapes, d’igual forma que la tecnica
I’esmentada anteriorment. En la primera fase, la mostra és injectada, escalfada i separada en
components individuals, via cromatografia de gasos (GC); en la segona, cada component és
identificat d’acord amb la seva massa (MS). Aquesta metodologia és utilitzada en experiments
de marcatge on es descriu el nombre de carbonis **C en la molécula, perd no la seva posicié. Un
avantatge d’aquest sistema d’analisi, com també passa amb LC-MS, és que totes les molécules
analitzades poden ser fragmentades obtenint aixi informacid posicional extra dels patrons de
marcatge. EI mostreig i la posterior preparacid per I’analisi és similar a la tecnica NMR, amb un
pas addicional de derivatitzacio per fer possible I’evaporacio de la mostra [35][32].

Comparant ambdues técniques d’espectrometria de masses amb la NMR, la metodologia GC-
MS/LC-MS és molt més sensible i requereix menys biomassa per fer I’analisi. Actualment
aquestes metodologies sén ampliament aplicades de la mateixa forma, utilitzant I’una o I’altra
depenent del protocol de quantificacié final de que es disposa.
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Figura 9. Visio general de les diferents metodologies possibles de quantificacié de patrons d’enriquiment
d’aminoacids i metabdlits intracel-lulars: NMR, GC-MS i LC-MS. La metodologia NMR ofereix I’analisi de les
intensitats relatives dels fragments d” aminoacids proteinogénics, en aquest cas concret (Ser-Caff i Ser-a8). Aixi
doncs basant ‘nos en el coneixement de les vies metabaoliques precursores a la sintesi d’aminoacids, els patrons de
marcatge els metabdlits intracel-lulars poder ser deduits a partir de les analisis NMR GC-MS ofereix I’analisi de les
fraccions d‘isotopomers massics (fragmentats) dels aminoacids proteinogénics, en aquest cas concret, Ser-(all) i Ser-
(1+2). D’altra banda, LC/GC-MS directament ens ofereix les fraccions dels isotopomers massics, com en aquest cas
concret el 3pg.[26]

Metodologies d’analisis de fluxos metabolics basades en dades de *C

En termes generals, existeixen dues metodologies de calcul de fluxos metabolics derivades de les
distribucions de patrons de marcatge *C. L’estratégia d’analisi basada en la determinacié de
fluxos locals i I’estratégia d’analisi de tot el model isotopomeéric [36]. L’analisi de fluxos local
determina els fluxos intracel-lulars al voltant del node d’un metabolit seleccionat mitjancant la
interpretacié analitica dels patrons de marcatge *C dels metabolits veins. Generalment, les
equacions algebraiques relacionen els patrons **C amb la distribucié de fluxos al voltant del node
estudiat. D’altra banda, I’analisi de tot el model isotopomeéric t¢ com a objectiu I’estimacio de
fluxos a través de tota una xarxa de reaccions préviament definida. Tenint en compte que totes
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les mesures de patrons *3C sén ajustades simultaniament, el resultat final del conjunt de fluxos
calculat és estadisticament optim pel conjunt de la xarxa d’estudi, perd no necessariament optim
per a cadascun dels nodes per separat.

Analisi de fluxos metabolics basat en determinacio de relacions de fluxos en nodes locals

L’aproximacié de calcul de fluxos a un node local ha estat utilitzada per a quantificar relacions
parcials de fluxos individuals [37]. una de les metodologies de calcul basada en I’analisi de
fluxos en un node local és la tecnica d’analisi metabolic mitjancant relacions de fluxos
(METAFoR, Metabolic Flux Ratio analysis)[29]. Aquesta metodologia permet quantificar les
relacions de contribucié de diferents nodes al metabolisme central en un microorganisme
determinat amb base a I’analisi dels patrons de marcatge dels aminoacids proteics. La
quantificacié individual de cada relacié (o quocient) de flux és independent de qualsevol altre i
no requereix d’una entrada d’informacié fisiologica addicional (relacions de conversid
extracel-lulars). A més a meés, la determinacié d’aquestes relacions de fluxos poden ser
utilitzades com a restriccions addicionals en I’analisi de fluxos metabolics classic, produint una
solucio global de distribucio de fluxos per al model plantejat [38].

El procediment de calcul METAFoR va ser originariament desenvolupat mitjancant la
metodologia d’analisis NMR per Szyperski [39], qui formula una série d’equacions
probabilistiques, les quals relacionaven les mdltiples intensitats de les abundancies relatives *C
“valors-f” amb les abundancies relatives de fragments intactes de carboni dels aminoacids
proteics i, per tant, dels seus precursors biosintétics. Aquestes equacions probabilistiques
permetien la formulacié d’equacions de balan¢ per cada fragment observat, les quals
proporcionaven una acurada informacio en el calcul del flux a traves del node observat.

Analisi del model isotopomeéric complet

Un element indispensable a I’hora de quantificar la totalitat dels fluxos metabolics és el
plantejament d’un model isotopomeéric global de tota la xarxa d’estudi. Aquest model
isotopomeric definira el conjunt complet de balangos per a cada fracci6 d’un isotopomer concret
i per a cada metabolit de la xarxa estudiada. Combinat amb les mesures realitzades d’entrades i
sortides (productes secretats, CO, produit, substrats consumits) del nostre sistema, el model final
relaciona I’enriquiment isotopic de tots els metabolits per tots els fluxos intracel-lulars. D’altra
banda, degut a la no linealitat dels balangos dels diferents isotopomers, els fluxos no es poden
expressar com una funcié explicita de les mesures directes de marcatge **C. En conseqiiéncia, el
valor final dels fluxos es calcula de forma iterativa per tal d’ajustar el valor de la distribucié *C
simulada al conjunt de patrons de distribucié **C mesurats. EI conjunt de distribucié de fluxos
simulada que millor s’adapta a les dades mesurades determinat per una optimitzacié no lineal és
denominat com el “flux optim”.

Un clar avantatge de I’Us d’aquesta metodologia de quantificaci6 és I’obtenci6 d’una distribucid
de fluxos de tota la xarxa d’una forma simultania. Degut a la quantificacio de fluxos d’entrada o
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sortida al sistema, com ara la relacié de conversid neta extracel-lular i la composicié de
biomassa, els valors dels fluxos mesurats son absoluts. A més a més, la gran informacid
compresa en les mesures **C restringeix 1’ajust del valor final del flux, resultant en un sistema
d’equacions sobredeterminat, i permetent el calcul estadistic dels resultats amb la finalitat de
verificar la topologia del model de xarxa metabolica plantejat inicialment.

Contrariament, un desavantatge a tenir en compte en I’analisi del model complet és I’alta
connectivitat entre tots els metabolits intracel-lulars amb un ajust no lineal d’aquest problema.
Els errors en la construccié del model donen lloc a simulacions incorrectes de patrons de
marcatge *3C, sigui per la manca de certes reaccions que no han estat considerades o per la
incorrecta formulacié d’aquestes.

Com a resultat, diferents procediments d’ajust ocasionen diferents distribucions de fluxos
intracel-lulars. Per tant, és essencial tenir un bon coneixement de la xarxa d’estudi, conjuntament
amb una adequada avaluacio estadistica de I’ajust de fluxos per a una determinaci6 acurada dels
fluxos metabolics finals.

Antecedents d’aquest treball

La produccié del major nombre de proteines heterologues en diferents organismes ha estat una
de les principals linies d’investigacié durant aquesta Ultima década. Aixi doncs, maximitzar
aquesta produccié amb el menor cost possible és un dels principals objectius a realitzar, ara bé
en moltes ocasions les diferents modificacions genetiques o modificacions de les condicions de
cultiu [40] per tal de sintetitzar el producte desitjat provoquen efectes negatius en el creixement
[41] [42] i en el consum dels diferents substrats. Aquets efectes son visibles en les diferents
mesures macroscopiques dels diferents cultius realitzats, ara be no es coneix quin pot ser el seu
origen.

Per poder observar quin es I’efecte a nivell intracel-lular ocasionat per aquestes modificacions
s’ha de realitzar una analisi de distribucié de fluxos metabolic (MFA). Durant els darrers anys
s’ha utilitzat aquesta tecnica (MFA) conjuntament amb les diferents tecniques d’analisis (NMR,
LC,GC-MS) per tal d’obtenir un visi6 més acurada del comportament intern dels diferents
organismes i com aquesta distribuci6 de carboni provoca els diferents efectes observats a nivell
macroscopic [43] [44].

Diferents estudis han estat realitzats en aquest grup per tal de quantificar I’impacte de la
produccié de proteina utilitzant técniques de marcatge fraccional *C en el llevat de P. pastoris.
[9] [45] tot i que en cap d’ells es va quantificar I’impacte ocasionat en el moment d’utilitzar
substrats mixtes (glucosa/metanol) com a fonts de carboni limitant.
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Objectius de la Tesi

L’objectiu principal d’aquest treball de Tesi es I’estudi del metabolisme del llavat P. pastoris
mitjangant técniques i metodologies d’analisi de fluxos metabolics. Concretament, es vol fer una
analisi quantitativa del possible impacte de I’estrés cel-lular ocasionat per I’expressié d’una
proteina recombinant en el metabolisme d’aquest llevat, aixi com les interaccions amb les
condicions de cultiu (font de carboni, velocitat de creixement). L’estudi sistematic del
metabolisme central de carboni, sobretot en condicions com ara el creixement amb assimilacio
simultania de dues fonts de carboni, les quals afavoreixen majors productivitats, precisa d’una
caracteritzacio de I’organisme productor sota les condicions d’estudi preestablertes, a més a més
de la construccié d’un model estequiomeétric que incorpori la majoria de les rutes metaboliques
del microorganisme..

La quantificacio acurada de les distribucions fluxos de carboni a través d’una xarxa de reaccions
metaboliques requereix I’Us de técniques de marcatge isotopic amb **C. Aixi doncs, un dels
objectius principals d’aquest treball ha estat avaluar i comparar les diferents possibilitats
d’analisi existents (NMR, LC/GS-MS), dissenyar els diferents experiments de marcatge i
analitzar-ne les mostres obtingudes i, finalment, calcular la distribucié de fluxos més adient
d’acord amb les dades mesurades.
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Capitol 2

Introduccio

Per la construccio de models metabolics es precisa d’una acurada informacio de I’estat fisiologic
cel-lular en les condicions d’operaci6 establertes [1][2]. La validacié d’aquets models complexos
rau en el fet de I’obtencié de dades experimentals correctes d’un gran nombre de fluxos
metabolics, els quals estan directament relacionats amb precursors biosintétics. EI coneixement
de totes les vies metaboliques relacionades amb la produccid de biomassa juga un paper
fonamental a I’hora de realitzar un calcul de la distribuci6 de fluxos [3][4]. Si considerem que les
cel-lules estan formades per diferents tipus de polimers i macromolécules, el coneixement de la
seva composicio i quantitat per a cada cas concret d’estudi és essencial per realitzar una bona
determinacid de la contribucié del consum de precursors per a la seva sintesi en la distribucié de
fluxos de la xarxa global. Tot i aix0, encara avui en dia és complicada I’obtencié de dades
macromoleculars bibliografiques per a diferents microorganismes en diferents condicions de
cultiu.

En aquest capitol s’ha realitzat la caracteritzacio en termes de composicio de biomassa del llevat
P. pastoris sota condicions d’expressié d’una proteina recombinant model, utilitzant com a font
de carboni mescles de diferents substrats multicarbonats amb metanol.

Material i Métodes
Soques

Experiments glucosa/metanol

En els estudis on es varen fer servir mescles glucosa/metanol com a font de carboni, es va
utilitzar una serie de soques recombinants derivades de la soca comercial P. pastoris X-33
(invitrogen). Com a control negatiu de I’expressié de proteina recombinant s’utilitza la soca X-
33 amb el plasmid pGAPaA (invitrogen) incorporat [5]. D’altra banda s’utilitzaren dues soques
productores de la lipasa ROL per tal d’avaluar el possible impacte d’expressié en la distribucid
de fluxos intracel-lulars, concretament:

- X-33/pPICZAa.-ROL obtinguda previament [6], la qual conté una Unica copia del
gen d’expressido ROL sota el control del promotor AOX1. Durant el transcurs
d’aquesta tesi, aquesta soca sera referenciada com a ROL_1.

- Una segona soca (multicopia) construida per aquest estudi, utilitzant com a punt
de partida la soca X-33 amb el plasmid pPICZAa-ROL, seguint una
transformacié mitjancant un procés d’electroforesi [7]. Durant el transcurs
d’aquesta tesi, aquesta soca sera referenciada com a ROL_2.

Per I’elecci6 de la soca optima ROL_2, els transformats obtinguts foren seleccionats amb
plaques d’agar i YPD amb una concentracié inicial de 100 mg.L™ de zeozina (invitrogen).
Posteriorment, es van realitzar re-sembres consecutives en placa, amb el mateix medi
incrementant la concentracié de zeozina fins 1000 mg.L™, seguint aquesta estratégia com a
seleccié de transformats amb mudltiples copies del gen ROL tal i com esta descrit en la
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bibliografia [8][9]. Finalment la selecci6 del clon amb mes alts nivells d’expressié s’efectua amb
un test d’activitat lipolitica extracel-lular utilitzant 10 possibles candidats i realitzant cultius amb
erlenmeyers, descrit en el Pichia Expression Kit Manual (Invitrogen). ElI millor clon fou
seleccionat pels posteriors estudis amb experiments amb continu. Totes dues soques foren
caracteritzades en termes de quantitat del gen ROL expressada, mitjancant una analisis
quantitativa amb PCR en temps real.

Experiments glicerina/metanol

En aquesta part de I’estudi s’utilitza com a soca model P. pastoris X-33/pPICZAa-ROL com a
Unic sistema d’expressio de proteines heterologues. Com ja s’ha comenta’t en I’apartat anterior
és la soca salvatge amb el fenotip X-33 (invitrogen) i el plasmid pPICZAa.-ROL integrat en el
promotor AOXL.

Condicions de cultiu

Experiments amb glucosa/metanol

Per a les diferents condicions d’aquest estudi es varen portar a terme duplicats biologics en
condicions aerobiques i amb condicions de carboni limitant. Es va escollir el bioreactor
(Applikon Biotechnology) de 3 litres de capacitat maxima controlat a 25°C per realitzar els
cultius. EI volum de treball es fixa en 1 litre, controlat mitjancant una canula ajustada al volum
desitjat. EI pH es mantingué constant a 5.0 controlat amb I’addicié de NH; 1M. El cabal
d’aeraci6é fou constant durant tot el procés a 1 I/min, sota les condicions d’operacié de 25°C i
pressié de 1.2 atmosferes, controlat pels cabalimetres massics, la velocitat d’agitacié va ser
ajustada a 800 rpm, permeten un percentatge minim d’oxigen dissolt a I’interior del bioreactor
superior al 15%. EIl sistema en continu es mantingué sota una sobrepressié de 0.2 bars per
facilitar la presa de mostra. L’addicié d’aliment es mantingué a una velocitat de creixement de
0.09L/h, i tenint en compte el volum de treball d’1L, tots els cultius es realitzaren a una D de
0.09h™ constant. La composici6 del medi va ser idéntica a la descrita en treballs previs [10], amb
un contingut de font de carboni de 50 g.L™ d’una mescla de glucosa/metanol (80% glucosa/ 20%
metanol). La linia de gasos procedent del bioreactor es refreda mitjancant un condensador (4°C),
per tal d’evitar la possible evaporacié de metanol (“stripping”), secada mitjancant dues columnes
de silica gel i finalment analitzada mitjancant dues sondes de gasos BCP-CO, i BCP-0O, (Blue-
Sens). Préviament, totes dues sondes es calibraren utilitzant 3 mescles de gasos CO,/O,/N, amb
diferent concentracid. Mostres en estat estacionari es realitzaren després d’un minim de 5 temps
de residencia a partir de la finalitzacio de la etapa previa en discontinu (“batch”) del cultiu.
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Experiments amb glicerina/metanol

Seguint la mateixa metodologia utilitzada per al cas glucosa/metanol, es van realitzar duplicats
biologics en condicions aerobiques per les diferents condicions establertes. Els cultius en continu
van ser alimentats amb un medi minim definit [10]. Les diferents concentracions de mescles
glicerina  metanol avaluades foren les segients: (80%-20%),(60%-40%),(40%-60%),
percentatges en pes/pes de la mescla glicerina/ metanol.

Els experiments en continu es realitzaren seguint la mateixa metodologia establerta per al cas
comentat anteriorment. La temperatura d’operacié es fixa a 30°C mentre que el control de pH es
mantingué constant a 5.5 mitjancant I’addici6 de KOH 1M. El cabal d’aeracié i I’agitacid
aplicada a I’interior del reactor va ser el mateix que per al cas glucosa/metanol.

Analisis de Biomassa

Determinaci6 del contingut de cendres

Per quantificar el contingut de cendres, 20 ml del brou de cultiu van ser extrets i centrifugats a
5000 rpm durant 5 min. Un cop rebutjat el sobrenedant, el pellet romanent es neteja amb 20 ml
de Tris-HCI 20mM a pH 7.6. Aquesta Gltima operacié de neteja es realitza per duplicat. Les
cel-lules resuspeses foren filtrades mitjancant un filtre de fibra de vidre (Millipore) préviament
pesat, i assecades a 100°C durant 12-16 hores. La posterior combustié de la biomassa seca, per a
determinar el contingut en cendres, es realitza traspassant el contingut del filtre de vidre dintre
d’un recipient ceramic (Millipore), introduit en un forn (Hengstler) a 550°C durant 12 hores.

Liofilitzacidé de la biomassa

Per la majoria d’analisis realitzades durant el transcurs d’aquest treball s’utilitza biomassa
liofilitzada. La mostra de cultiu es centrifuga a 13000 rpm durant 1 min, es rebutja el
sobrenedant i es neteja amb el mateix volum de Tris-HCI 20mM a pH 7.6 que quantitat de brou
de cultiu extreta del bioreactor. El pellet romanent va ser immediatament congelat mitjangant la
immersié d’aquest en una mescla d’acetona amb gel sec i seguidament introduit en un
evaporador de buit (Virtys Sentry) durant 24 hores.

Analisi elemental de la biomassa

La composicid elemental de la biomassa fou determinada analitzant 1 mg del pellet liofilitzat,
addicionant-li 1 mg de V,0Os i introduint la mostra en un forn a 1000°C. Els components volatils
resultants foren analitzats i quantificats amb un analitzador de compostos elementals (NA2100
ThermoFisher).
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Analisi de la composicié d’aminoacids

Mostres de 40 mg de biomassa liofilitzada van ser hidrolitzats amb 3 ml d’HCI 6M a 105°C
durant 24 hores. Durant la hidrolisi, un cabal constant de N, es va utilitzar per desplacar tot I’O,
romanent en la mostra, minimitzant aixi la possible oxidaci6 durant el procés. Seguidament es va
addicionar aigua desionitzada (MilliQ) fins completar un volum final de 50 ml. Un volum de 500
(I de la mostra diluida es mescla amb 100 [JI de Nor-leucina 2500 [JM (aminoacid no
proteinogenic utilitzat com patrd intern), aquest aminoacid va ser mesclat amb la mostra,
previament a I’etapa d’evaporacio.

El pellet resultant va ser redissolt amb 1ml de solucié tampd a pH 2.2 i posteriorment filtrat
mitjancant ultra-centrifugacid utilitzant un filtre de 10000 Da. de tall (Microcon YM10;42408).
Un volum final de 50 pl es va injectar en un analitzador d’aminoacids (Biochrom 30; Biochrom
UK, sofware: EZ Chrom), utilitzant una columna cromatografica d’intercanvi de cations amb una
posterior derivatitzacié amb ninhidrina, [11]. Per a la posterior identificacié de cada aminoacid,
I’eluent (tampd de citrat de liti) s’escalfa fins 135°C i posteriorment va ser mesclat amb
ninhidrina. L’ exacta identificacié de cada aminoacid es realitza d’acord amb el temps de retencid
estandard en les condicions d’operacié. La posterior quantificacié de cada area es realitza
mitjancant un calibratge previ amb una solucid estandard de concentracio coneguda. El limit de
deteccio de la metodologia va ser d’aproximadament 1 nmol amb una reproductibilitat 1.5% per
10 nmol.

Analisi del contingut de proteina total

El contingut de proteina total es determina mitjancant la metodologia de Lowry [12], a partir
d’una soluci6 de biomassa liofilitzada de 0.5 g/l de pes sec. La concentracié de proteina total es
quantifica utilitzant BSA com solucié estandard. D’altra banda s’utilitza la suma total
d’aminoacids % pes/pes com a segona aproximacio del contingut de proteina total.

Analisi del contingut de carbohidrats total

El contingut de carbohidrats total es determina mitjancant la metodologia descrita en [12]. A 1
ml de mostra de biomassa préviament liofilitzada (0.1 mg biomassa seca/ml) es mescla amb 1 ml
de fenol al 5% + 5 ml d’acid sulfuric al 96%. Després d’una espera de 10 min els tubs van ser
refredats (15 min a 25°C). Seguidament es mesura I’absorbancia a una longitud d’ona de 488
utilitzant glucosa com a soluci6é patr6. Finalment els resultats es corregiren per la presencia
d’acids nucleics, utilitzant una absorbancia relativa de 0.455 i 0.264 per RNA i DNA
respectivament [13].
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Analisis del contingut de lipids total

L’extraccid de lipids de les mostres de biomassa liofilitzades es realitza seguint la metodologia
descrita en [14]. Breument, 150 mg de biomassa préviament liofilitzada fou extreta amb una
mescla d’hexa/isopropanol (3:2 volum-volum) durant una nit. Després de I’addicié de Na,SO,
0.47 M, les dues fases formades es separaren amb I’ajut d’un pas de centrifugacio. La fase
d’hexa es recupera i evapora amb I’ajut d’un cabal de N; sec. L’increment del pes sec dels tubs
es considera com a valor de lipid total. Seguidament el pellet va ser redissolt en cloroform i
analitzat amb una técnica de cromatografia de capa fina, utilitzant plats de silica gel (Merck)
amb una fase mobil de cloroform, metanol, aigua i acid acetic (345:133:21:3). L estandard fou
analitzat en paral-lel contenint acid fosfatic (Sigma), fosfatidil serina (Fluka), fosfatidil glicerina
(Sigma), cardiolipina (Sigma), fosfatidil etanolamina (Sigma), fosfatidil inositol (Sigma),
fosfatidil colina (Sigma), ergosterol (Fluka) i triacilglicerids (Sigma) utilitzant un rang de
concentracions d’entre 1 i 8 mg per cada estandard. Després de cérrer la cromatografia els plats
foren impregnats amb iode o amb “Sudan Black”. Les imatges obtingudes varen ser
quantificades utilitzant el software Multi gauge (Fujifilm), comparant les intensitats de la mostra
amb les obtingudes a través dels estandards.

Analisi del contingut de DNA total

El contingut de DNA en la biomassa va ser determinat mitjancant un metode de fluorescéncia
“Hoechst dye” [15]. Breument, mostres de biomassa liofilitzada van ser redissoltes amb un
tamp6 de TNE (NaCl 1M, EDTA 10 mM, Tris:HCI 0.1 M a pH 7.4) a una concentracio final de
25 mg/ml. La solucid resultant es mescla amb 2 ml de la solucié de “Hoechst dye” (Hoechst
33258 0.5 pg/ml amb tampd TNE). La fluorescéncia resultant va ser mesurada utilitzant ones
d’excitacio/emissio al voltant de 356/468. Finalment, el contingut de DNA total es calcula
mitjancant la interpolacié amb la corba de calibratge realitzada amb un estandard de DNA
(solucié sodica de DNA provinent de vedella; Sigma-Aldrich).

Analisi del contingut de RNA total

El contingut de RNA en la biomassa va ser determinat seguint la metodologia descrita per
Benthin [16]. Breument, 5 mg de biomassa liofilitzada foren redissolts amb 10 ml de HCIO,4 0.7
M fred i incubat durant aproximadament 5 min. Seguidament la solucié va ser centrifugada a
8000 rpm durant 10 min a 4°C, rentada dos cops i resuspesa en 10 ml de KOH 0.3 M. Un cop
realitzades les dues etapes de centrifugacio dues aliquotes de 5 ml foren incubades a 37°C durant
1 hora. Després d’un temps de refredament (10 min) 1 ml de HCIO, 3M fred s’addiciona a
cadascuna de les aliquotes i es centrifuga en les mateixes condicions esmentades anteriorment.
El sobrenedant es recupera i el pellet es renta dos cops amb 1 ml de HCIO,4 0.5 M. Els diferents
sobrenedants recollits van ser mesclats i posteriorment es mesura |’absorbancia a 260 nm
utilitzant cubetes de quars. EI % de RNA total present en la mostra s’interpreta com la relacié
A260* 0.038 mgRNA/mI a més de tenir en compte la dilucié de la mostra realitzada.
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Quantificacio de la proteina ROL

Assaig de I’activitat lipolitica

L’assaig enzimatic de I’activitat lipasica es realitza segons la metodologia colorimetrica descrita
per I’empresa Roche (Mannheim, Alemania), utilitzant el kit comercial (lipase colorimétric
assay Roche kit 11821792). Aquesta metodologia és fonamenta en el seguiment de la formacio
de metilresorufina, degut a la reaccié enzimatica, a partir de la hidrolisi de I’ester cromatic 1,2-
O-dialuril-rac-glicero-3-acid glutaric-(6’-metilresorufina). La intensitat cromatica del colorant
roig format, és directament proporcional a I’activitat lipasica, de manera que el seguiment de
I’absorbancia de la mescla de I’assaig amb el temps ens permet determinar I’activitat. La mescla
utilitzada es realitza en cubetes d’1.5 ml (Brand GMBH, Wertheim, Germany) seguint el
protocol segiient:

a. 300 ml de substrat (kit colorimétric)
b. 500 ml de tamp6 Tris-HCI (200 mM) + CaCl, (5mM), pH=7.25
c. 500 ml de mostra

La mesura de I’absorbancia amb el temps es realitza mitjangant un espectrofotometre Cary 300,
a 30°C i a una longitud d’ona de 580 nm. La determinacio de la pendent de la recta
d’absorbancia front el temps esta directament relacionada amb les unitats d’activitat per ml de la
mostra Eq. 2.1, definint com a unitat d’activitat la quantitat d’enzim necessaria per a produir un
pmol de producte per minut, sota les condicions descrites.

. ! o
Activitat (H) = 2.16 - pendiret(min~!) — LOLA Eg .l

Determinacio de la proteina total extracel-lular

La concentraci6 de proteina total extracel-lular de cada mostra va ser determinada per la
metodologia colorimetrica de Bradford (Bradford, 1976) utilitzant un kit de Pierce Coomassie
Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific, Walthman, USA). Aguesta metodologia es basa en
la reaccié dels aminoacids aromatics amb el colorant Coomassie G-250, generant un complex
que pot ser quantificat a 595 nm mitjancant un espectrofotometre (Multiskan FC, Thermo
Scientific Walthman, USA). Tots els assajos es realitzaren en plaques de 96 pous (Microtiter
plate flat from individually wrapped, Sudelab, Chile) mesclant-se 200 [JI de colorant amb 7 []I de
mostra en cada pou. S’utilitza com a patr6 serum d’albdmina bovi (Thermo Fisher Scientific,
Walthman, USA). Com a control negatiu del métode s’utilitza aigua destil-lada
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SDS-PAGE + Densitometria

L’electroforesi en gel de poli-acrilamida (SDS-PAGE) al 12% es dugué a terme en un Mini-
Protean Il (BioRad, CA, USA), seguint la metodologia estandard recomanada pel seu fabricant i
d’acord amb el procediment descrit a Laeml [17]. Totes les mostres van ser tractades amb el
tampo reductor (Tris-HCI 125 mM pH 6.8, SDS 4% w/v, blau de bromo fenol 10% wi/v i 2-b-
mercaptoetanol 10% v/v) durant 15 minuts a una temperatura de 98 °C. El marcador de pes
molecular utilitzat va ser el “Low range protein marker” (BioRad, CA, USA). Posteriorment els
gels resultants foren tenyits durant 24 hores amb una soluci6 col-loidal de Coomassie G250
(34% v/v etanol, 2% v/v H3PO4, 17% (NH,4)2SO04 i 0.066% de Coomassie G250).

Un cop el gel fou finalitzat, es realitza una densitometria de totes les bandes obtingudes, per tal
d’avaluar el % total de la proteina d’interés en el medi extracel-lular.

Concentracions del brou de cultiu

El seguiment de la biomassa cel-lular a I’interior del bioreactor es realitza mitjancant I’analisi de
densitat Optica a 600 nm (ODggo). Per la determinaci6 del pes sec, un volum conegut del brou de
cultiu es filtra utilitzant filtres de fibra de vidre (Millipore de 45 [Jm) - préviament pesats- amb
un posterior rentat (H,O) amb el mateix volum de mostra per duplicat. Els filtres s’assecaren a
100°C durant 24 hores.

Les mostres per les diferents analisis extracel-lulars foren centrifugades a 10000 rpm durant 2
min per tal d’eliminar la biomassa i seguidament filtrades amb filtres de 0.45 mm (Millipore type
HAWRP). Glucosa, metanol, glicerina i tots els possibles productes van ser analitzats mitjangant
HPLC (Series 1050, Hewlett Packard), utilitzant una columna d’intercanvi ionic (Bio-Rad,
Aminex HPX-87H), com a fase mobil s’utilitza una solucié 15 mM d’acid sulfuric.

Resultats i Discussio

En aquest treball, diferents composicions de biomassa han estat avaluades tenint en compte font
de carboni, velocitat de creixement, proporcions de mescla de substrats i finalment expressié de
proteina heterologa.

Durant el primer bloc d’experiments s’utilitza un substrat mixt format per glucosa/metanol, com
a font de carboni on s’avalua I'impacte de I’expressié de proteina en soques amb diferent
quantitat del gen d’interes.

En el segon bloc s’utilitza una soca determinada (X-33 ROL_1) i es canviaren les condicions
experimentals, composicié de font de carboni i velocitat de creixement, amb la premissa
d’observar quin d’aquests factors podria provocar un impacte més acusat en el metabolisme
central de carboni.

Per a cadascun dels diferents casos d’estudi, es realitza un quantificacié detallada de la
composicio de biomassa. Els diferents analisis realitzats a les mostres extretes dels diferents
cultius realitzats poden ser englobats en dos nivells diferents, tenint com a resultat una
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descripcid elemental o molecular de tots els constituents que formen part d’aquesta. Les
diferencies i les similituds observades en aquests dos nivells ens han servit per poder descriure
una composicié especifica per a cada cas concret.

Composicié Molecular de la biomassa

Observant el nivell molecular, la composici6 de la biomassa és usualment descrita en referencia
al grup de constituents majoritaris que podem identificar; principalment proteines, carbohidrats,
lipids, DNA i RNA. D’altra banda, en alguns casos algun d’aquests grups també pot ser descrit
pels seus elements principals. Aquest procediment ens permet determinar no solament la fraccio
massica de cada constituent en el conjunt total o la formula elemental global, sin6 que també
poden ser determinats quins precursors metabolics son necessaris i la quantitat requerida per la
biosintesis.

Taula 2.1 Composicié d’aminoacids del contingut de proteina total dels experiments amb barreja
glucosa/metanol a una ] de 0.09h™ comparats amb experiments amb glucosa pura a [] de 0.1h™.

80 % Glucosa 20 % Metanol 100 % Glucosa

% mol/mol  X-33 ROL_1 ROL_2 X-33* S. cerevisiae**
Arg 8.15 7.67 6.45 7.04 3.86
Asx 9.25 9.48 10.05 8.78 9.28
Thr 6.15 6.06 6.46 5.88 5.57
Ser 6.34 6.32 6.82 6.26 5.33
Glx 15.76 15.44 13.23 17.81 15.48
Pro 4.2 4 3.92 3.83 4.22
Gly 7.8 7.53 7.86 6.86 8.89
Ala 11.14 9.41 9.36 10.4 9.77
Val 6.81 6.67 6.54 5.88 7.33
Cys 0.17 0.19 0.13 0.15 0.14
Met 0.78 0.75 0.62 0.79 1.14
lle 4.49 4.49 4.69 4.64 5.89
Leu 7.5 7.45 8.34 6.96 8.01
Tyr 2.28 2.19 2.51 2.16 1.96
Phe 3.44 3.31 3.61 3.2 3.76
Orn 0.68 0.32 0.26 1.04 0.24
Lys 6.77 6.77 7.21 6.41 6.57
His 2.1 1.94 1.95 1.89 1.93
Trp 1 1 1 1.4 1.96

* Valors extrets de [5]; **Valors extrets de [13]
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Taula 2.2. Composicié d’aminoacids del contingut de proteina total dels experiments amb barreja glicerina
metanol a diferents velocitats d’alimentaci6. Els % reflecteixen la proporci6 de glicerina/metanol en el tanc
d’alimentacid.

Experiment a[] de 0.05 h™ Experiment a[] de 0.16 h™
% mol /mol 80% 20% 60% 40% 40% 60% 80% 20% 60% 40% 40% 60%

AsX 9.50 9.75 10.10 9.18 8.81 9.20
Thr 6.52 6.47 6.52 6.29 6.09 6.06
Ser 6.42 6.38 6.52 6.43 6.17 6.25
Glx 14.22 13.97 13.06 15.29 16.17 15.82
Pro 4,92 5.14 5.26 4.69 4.58 4.62
Gly 7.66 7.92 8.22 7.56 7.39 7.65
Ala 8.69 8.52 8.69 10.36 10.89 9.40
Val 5.68 5.55 5.83 5.65 5.42 5.55
Cyst 0.72 0.33 0.05 0.06 0.06 0.06
Met 0.52 0.02 0.00 0.02 0.00 0.00
lle 4.39 4.40 4.62 4.44 4.26 4.38
Leu 7.16 7.17 7.58 7.07 6.79 7.01
Tyr 2.71 2.57 2.49 2.02 2.16 2.14
Phe 3.39 3.48 3.49 3.23 3.13 3.20
Lys 6.53 6.53 6.76 6.91 6.83 6.96
His 1.94 2.44 2.41 2.04 1.98 2.12
Trp 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Arg 7.55 7.93 6.99 7.05 7.58 8.00

Els valors de Nle (Norleucina) i Orn (Ornitina) no foren detectats en cap dels analisis realitzats

Contingut d’aminoacids i proteina total

Com ja és conegut, un dels components majoritaris de la biomassa son les proteines, les quals
representen al voltant d’un 50% del pes sec del microorganisme [18]. Aixi doncs, un
coneixement detallat d’aquesta composicié és important per qualsevol calcul metabdlic o
energétic. En conseqiéncia, com fins el moment no es disposa de dades de composicié en
coassimilacié de substrats pel cas de P. pastoris expressant una lipasa com a proteina
recombinant, es precisa d’una determinacié d’aquesta composicié per a cadascun dels
experiments realitzats. En la Taula 2.1 i en la Taula 2.2 es mostren els valors obtinguts dels
diferents experiments realitzats. Pel cas amb glucosa/metanol com a mescla de font de carboni,
les taules ens mostren que existeixen diferéncies per sobre del 10% quan es compara la soca
control amb les dues soques productores, incrementant-se aquesta diferéncia entre la soca control
amb la ROL_2. Tenint en compte I’error de I’analisi, entre un (3-5)% del valor absolut de la
mesura, per la majoria de valors d’aminoacids obtinguts no s’observen diferencies significatives.
D’altra banda, existeixen alguns aminoacids com ara (Thr, GIx, Ala, Cyst, Met, Orn, Arg) on si
que s’observen diferéncies significatives. A més a més, observant la soca control sota
condiciones de creixement amb diferent font de carboni (glucosa o glucosa/metanol), també
s’observen diferéncies significatives en alguns aminoacids (Thr, Glx, Val, Gly, Cyst, Orn, Trp,
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Arg). Aixi doncs, es va decidir utilitzar diferents composicions pels tres casos concrets en lloc
d’utilitzar els valors descrits [5] amb glucosa pura com Unica font de carboni.

D’altra banda, en referéncia als experiments amb glicerina/metanol (Taula 2.2), no s’observaren
diferéncies significatives entre els experiments amb la mateixa velocitat de creixement, o sigui
que el fet d’alimentar al sistema amb diferents relacions de la mescla glicerina/metanol té un
impacte poc significatiu en la composicio de biomassa final. Ara be, comparant els experiments
a diferent velocitat de creixement, si que s’observaren diferéncies significatives en alguns dels
aminoacids mesurats com ara (Asx, Thr, GIx, Pro, Gly, Ala, Cyst, Tyr).

Metabolits precursors u= 0.05 h! Metabolits precursors p=0.16 ht

1/m

aKG Pyrmit  OAAcyt PEP 3PG PPP akKG Pyrmit  OAAcyt PEP 3PG PPP

"80% _20% 60%_40%  ™40%_60% ®80% _20% 60%_40%  ™40%_60%

Figura 2.1 Quantitat de metabolits requerida per la sintesi d’aminoacids amb barreges de glicerina/metanol a
diferents velocitats d’alimentacié.

Metabolits precursors per la sintessis

B X33 Control X33ROL-1 ™ X33ROL-2

o
'

% mol/mol
BN N
(8,1 o [5;] o
R

aKG Pyrmit  OAAcyt PEP 3PG PPP

Figura 2.2 Quantitat de metabolits requerida per la sintesi d’aminoacids amb sota creixement amb
glucosa/metanol a [1=0.09h™ amb diferent carrega del gen ROL.

Observant les Figures 2.1 i 2.2, es pot observar la demanda de precursor necessaria per la
produccié de proteines cel-lulars (mols de cada aminoacid per 100 mols d’aminoacid total).
Depenent de I’origen de sintesis de cadascun dels aminoacids, aquets s’agruparen en els
metabolits representats en les figures anteriors tenint en compte les vies de sintesis conegudes
per P. pastoris [19][20]. Els requeriments de precursors metabolics demandats pels diferents
casos d’estudi mostren lleugeres tendéncies en la Figura 2.1 amb diferent velocitat de
creixement, o quan s’observa la Figura 2.2 amb diferent quantitat de proteina recombinant
secretada. Llavors és d’esperar que aquestes variacions puguin influenciar en el resultat final de
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distribucio de fluxos, fet que ens reafirma la utilitzacié de diferents composicions per cada cas en
concret.

La quantitat de proteina total s'estima considerant per una banda la suma de tots els aminoacids
mesurats i per I’altra mitjancant la metodologia Lowry descrita anteriorment. Totes dues
quantificacions amb les seves incerteses foren utilitzades per el pas de reconciliacié del valor
final.

Quantificacio6 Proteina total Quantificacié Carbohidrats totals
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Figura 2.3 Resum dels diferents constituents de la biomassa mesurats per al cas de barreges amb
glucosa/metanol. A: X-33 ROL_1. B: X-33 ROL_2. C:X-33 Control. D: X-33 Control amb glucosa com Unica font
de carboni [5].

Tal i com s’observa en la Figura 2.3 per al cas de glucosa/metanol, el valor reconciliat per la
quantitat de proteina total és més elevat en la soca de referencia que en les soques expressives,
valor esperat degut a I’impacte en el rendiment descrit anteriorment en diferents treballs [21][9],
com a consequencia de I’expressi6 de proteina. Aquesta produccié ocasiona una situacié d’estres
en el conjunt de la cél-lula amb un menor creixement sota condicions d’operacié equivalents. Per
al calcul del contingut proteic total, la sintesi de ROL no es tingué en compte, ja que aquesta és
molt minoritaria en el contingut de proteina total secretada al medi (representa entre el 45-50 %
del total de proteina extracel-lular) i que la quantitat total secretada al medi representa un 0.6%
de la quantitat total present en la biomassa . D’altra banda, la quantificacio de proteina secretada
Figura 2.4 B) es tingué en compte per als calculs de distribucions de fluxos.
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Figura 2.4 A) SDS-PAGE de les fermentacions amb glucosa metanol per tal d’obtenir la quantitat de proteina
ROL extracel-lular secretada. Carrils 1 i 4 representen la soca control; carrils 2 i 5 representen la soca productora
ROL_1; finalment carrils 3 i 6 representen la soca productora ROL_2. B) Quantitat de proteina ROL secretada
respecte el total de proteina extracel-lular.

Contingut de RNA i DNA total

Per el calcul del contingut de RNA i DNA, utilitzant glucosa/metanol com a font de carboni, es
va considerar que eren equivalents als mesurats préviament a velocitats de creixement similars i
per tant s’utilitzaren els valors mesurats descrits per glucosa com a Unica font de carboni en
condicions d’aeracid total per realitzat el pas de reconciliaci6 [5].

D’altra banda, pels experiments amb barreges glicerina/metanol es va realitzar una mesura
alternativa, ja que fins al moment no es coneixen dades macromoleculars amb glicerina com
unica font de carboni, ni el possible efecte en la composicid final del fet d’utilitzar diferents
velocitats de creixement. Aixi doncs, tal i com es pot observar en la Figura 2.5, per mescles de
glicerina/metanol, el contingut de RNA total és inferior a velocitats de creixement menors, no
observant-se diferéncies estadisticament significatives quan es comparen diferents proporcions
de font de carboni a la mateixa velocitat de creixement.
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Contrariament, els valors de DNA mostren un patr6 de comportament oposat als valors de RNA,
incrementant el seu % en la biomassa total a mesura que la relacié glicerina/metanol disminueix.
En la Figura 2.5 (part de sota a la dreta), les diferencies observades sén meés acusades entre
diferents velocitats d’alimentacio (creixement) que entre diferents relacions de substrats. Donat
que els calculs sén en percentatge, es probable que la quantitat d’aquests acids nucleics sigui
similar per a una mateixa velocitat de creixement i que les diferencies observades siguin degudes
a I’augment o disminucid relativa dels altres components majoritaris.

Quantificaci6 Proteina total Quantificacié Carbohidrats total
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Figura 2.5. Resum de la composici6 macromolecular de la biomassa obtinguda pels experiments realitzats
amb barreges glicerina/metanol. En cada una de les figures es representen les concentracions de les mescles
utilitzades % Glicerina % Metanol i la velocitat de creixement utilitzada.

Contingut de carbohidrats total

En la Figura 2.3 i 2.5 (part superior dreta) es mostra el contingut total de carbohidrats en la
cel-lula per als diferents casos d’estudi. Respecte als experiments amb glucosa/metanol, en tots
els casos es presenta un valor inferior que amb glucosa com a Unica font de carboni. Aquesta
disminucio del contingut de carbohidrats esta estretament relacionada amb un valor superior del
contingut de proteina cel-lular, ja que tots dos components suposen més d’un 75% del contingut
total present en la biomassa. Tanmateix, no s’observen difereéncies estadisticament significatives
en els valors finals per les soques productores de proteina recombinant.
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D’altra banda, en els experiments realitzats amb mescles de glicerina/metanol s’observa una
tendencia decreixent del contingut de carbohidrats a mesura que el contingut de glicerina
disminueix en totes dues velocitats de creixement.

Contingut de Lipid total

Respecte a la fraccid de lipid en el contingut cel-lular, el valor utilitzat per als calculs posteriors
per la determinaci6 dels fluxos intracel-lulars va ser estimada en el pas de reconciliacio de dades,
donat que els resultats obtinguts durant la seva determinacié mostraren uns nivells molt reduits
amb un error molt elevat. Aixi doncs, com a valor inicial mesurat de la fracci6 de lipids
continguda en la biomassa va ser utilitzat el descrit per glucosa com a Unica font de carboni [5].
La determinacié del contingut total de lipid present en la biomassa es calcula per tots els
experiments seguint la mateixa metodologia.

Composicio elemental de la biomassa

Tal i com ja s’ha comentat anteriorment, intrinsecament la composicié macromolecular de la
biomassa esta formada per diferents elements quimics que d’igual forma han de ser considerats
per la realitzacié dels calculs posteriors. Usualment, els elements que es consideren per la
majoria de casos d’estudi, son els més abundants i la seva suma és aproximadament el 90% del
pes sec cel-lular. Principalment, aquests elements sén C,H,O,N,P i S. En aquest estudi solament
es mesura C,H,N,S i el contingut de cendres total (Apendix 1.2) ja que el contingut de P en les
mostres es situava per sota del limit de deteccidé de I’equip. Tanmateix, durant el pas de
reconciliacié fou determinat el contingut d’O,, necessari per tancar el balang global tenint en
compte tota la informacio disponible.

Analisi de consisténcia i reconciliacié de dades

Com ja s’ha comentat en la introduccié d’aquesta tesi, a I’hora de calcular de la forma més
acurada possible els valors de fluxos metabalics, és necessari verificar la consisténcia de totes les
dades obtingudes. En el moment que s’obtenen dades complementaries o0 en certs casos
redundants, és necessaria la utilitzacié de tecniques de reconciliacié per obtenir la millor
estimacid de les mesures per al sistema d’estudi. Aquest procediment precisa de dos blocs. En el
primer, els diferents valors de la composicié de biomassa obtinguts son utilitzats per obtenir la
millor estimacié de la composicié de biomassa. En segon lloc, I’analisi de consisténcia dels
substrats i productes, consumits i produits juntament amb la formula de biomassa préviament
obtinguda, és realitza conjuntament.

El calcul de la composici6 de biomassa reconciliada va ser calculat d’acord amb la metodologia
descrita per Lange i Heijnen [13]. En resum, aquesta metodologia ens permet el calcul de la
millor estimacié de la composicié de biomassa resolent un sistema d’equacions lineals les quals
tenen en consideracio les lleis de conservacid de components elementals al igual com la estricta
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conservacié del balang de matéria. Tanmateix, s’ha de tenir en compte que per el valor
experimental obtingut s’ha de considerar també el pes proporcional de la confianca de cada
analisi efectuat.

Aixi doncs, per a la realitzacioé del procediment de reconciliacid, la composicié elemental dels
components macromoleculars en termes de C-mol, va ser calculada.

Taula 2.3. Composicio de biomassa calculada després del procediment de reconciliacié de dades. Composicio
macromolecular i de components elementals de les diferents soques d’estudi per al cas de barreges amb glucosa
metanol.

X33 Control X33 ROL-1 X33 ROL-2
% Pes/Pes Sd % Pes/Pes Sd % Pes/Pes Valor
Proteines 48.76 1.65 42.89 2.34 43.00 2.35
Carbohidrats  31.10 1.36 34.20 1.36 34.18 1.36
lipids 1.50 2.37 4.26 2.59 5.32 2.60
RNA 6.94 0.69 6.85 0.70 6.85 0.70
DNA 0.14 0.01 0.14 0.01 0.14 0.01
SO, 0.03 0.20 0.01 0.24 0.23 0.23
H,O 5.07 1.92 5.24 1.91 3.87 1.89
Metalls 6.46 0.36 6.42 0.36 6.42 0.36
C 42.93 1.38 43.49 1.38 44.62 1.36
H 6.24 0.10 6.35 0.12 6.33 0.12
N 9.52 0.30 8.42 0.40 8.31 0.40
(@) 34.00 1.35 34.46 1.35 33.46 1.34
S 0.16 0.07 0.18 0.08 0.18 0.08
cendres 7.15 0.35 7.10 0.35 7.10 0.35

En les Taules 2.3 i 2.4 es pot observar la composicio final reconciliada de la biomassa per totes
les condicions de cultiu plantejades per aquest treball de tesi. El procediment de reconciliacié
ens ofereix la millor estimacié de la composicié de biomassa incloent el contingut de lipids o el
valor d’oxigen que no han estat realment mesurats. La composicié de biomassa obtinguda és
consistent, tenint en compte que tots els components macromoleculars considerats sumen el 100
% de la biomassa, aixi com també els elements quimics principals pels quals estan constituits.
Tanmateix, en aquestes taules estan reflectits els errors estandards de cada mesura, els quals
tenen un pes important a I’hora de realitzar qualsevol calcul de fluxos posterior.

Observant la Taula 2.3, els valors de composicié obtinguts ens mostren un augment en la
composicié de lipids, els quals tenen una grau de reduccié més elevat que les proteines o els
carbohidrats. EI contingut proteic és menor en les soques productores, possiblement degut a la
produccio de proteina recombinant, mentre que la quantitat de DNA i RNA roman constant per
tots els casos. Ara bé, tenint en compte els errors obtinguts per les mesures de macrocomponents,
serien necessaris experiments alternatius per confirmar aquestes tendencies.

Pel que fa als resultats de composicié obtinguts utilitzant mescles de glicerina/metanol (Taula
2.5), s’observa una disminucié en la composicié lipidica en incrementar la velocitat de
creixement, contraria als valors de carbohidrats obtinguts. Tanmateix, el valor del contingut
proteic s’incrementa a mesura que la relacié metanol/glicerina augmenta d’una forma gradual
per ambdues velocitats d’alimentacio.
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Taula 2.4 Composicié de biomassa calculada després del procediment de reconciliacié de dades. Composicié macromolecular i de components elementals de les
diferents condicions d’estudi per al cas de barreges amb glicerina metanol.

Experiments []J=0.16 h™ Experiments []J=0.05h™
X-33ROL_1 X-33ROL_1 X-33ROL_1 X-33ROL_1 X-33ROL_1 X-33ROL_1
80% 20% 60% 40% 40% 60% 80% 20% 60% 40% 40% 60%

% Pes/Pes Sd % Pes/Pes Sd % Pes/Pes Sd % Pes/Pes Sd % Pes/Pes Sd % Pes/Pes Sd

Proteines 38.53 2.36 42.13 2.12 36.77 1.89 34.94 2.80 37.77 1.91 42.72 1.85
Carbohidrats 38.78 3.49 37.10 2.02 32.97 1.09 35.89 6.01 30.43 1.56 29.05 1.56
lipids 1.58 4.26 1.92 3.09 5.68 2.82 8.77 5.57 6.50 2.89 7.30 3.19
RNA 6.93 0.35 6.35 0.21 6.52 0.15 5.04 0.038 5.28 0.09 4.49 0.11
DNA 0.13 0.07 0.17 0.00 0.19 0.11 0.10 0.35 0.15 0.35 0.29 0.07
SO, 2.09 0.21 0.01 0.30 0.80 0.04 0.17 0.09 3.69 0.20 0.86 0.05
H,O 2.07 3.74 4.26 2.70 7.46 2.54 2.89 491 9.15 2.57 6.32 2.81
Metalls 9.90 1.05 8.02 0.43 9.61 0.51 11.28 1.17 7.02 0.38 8.97 0.47
C 41.20 2.69 40.76 1.90 40.76 1.90 43.33 3.23 40.40 1.90 42.90 1.97

H 5.69 0.21 6.23 0.10 6.23 0.10 6.07 0.31 6.36 0.11 6.38 0.15

N 7.69 0.40 7.43 0.32 7.43 0.32 6.91 0.47 7.38 0.32 8.04 0.31

O 34.12 2.64 35.04 1.94 35.04 1.94 31.55 3.23 37.00 1.92 32.94 2.00

S 0.71 0.07 0.28 0.01 0.28 0.01 0.25 0.038 1.30 0.07 0.30 0.01

cendres 10.58 1.05 10.27 0.51 10.27 0.51 11.88 1.17 7.56 0.38 9.45 0.47
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Taula 2.5 Formula de biomassa en C-mol calculada després del procediment de reconciliacié. Composicio
elemental de la biomassa en termes de components elementals per les diferents soques d’estudi utilitzant com a font
de C un substrat mixt format per glucosa/metanol.

Soques Font de Carboni Formula Relaci6 Relacio
Glucosa/ Metanal C-mol Biomassa C:N H:O
X-33 control  80%_20% []= 0.09h™ C Hyeer No17 Qo635 Sooo 5.9 27 39
ROL -1 80% 20% [J= 0.09 h'* C Hy 746 No1a1 Oo670 So.002 7.1 26 40
ROL_2 80%_20% []=0.09 h* C Hy 700 No1sa Og 643 So.002 7.1 2,6 4.0
X-33 control* 100 % Glucosa[]= 0.1 h* C Hy761 No14s Oos36 So.001s 7.0 2.8 4.1
S cerevisiae** 100 % Glucosa[]= 0.1 h* C Hy 748 No 146 Oo.506 So.0015 6.8 29 42

* Valors extrets de [5]; **Valors extrets de [13]

Durant I’exercici de reconciliacio de les dades experimentals, també s’obté el valor dels elements
quimics continguts en la biomassa inclosos els no mesurats, com és el cas de I’oxigen, valor del
qual és extret per diferencia del total mesurat respecte 100%. Aquest procediment ens permet
calcular la formula elemental en C-mol per la biomassa, tal i com es presenta en les Taules 2.5 i
2.6. El resultat final de la formula de biomassa fou utilitzat per tots els calculs posteriors durant
aquets treball.

Taula 2.6. Férmula de biomassa en C-mol calculada després del procediment de reconciliacié. Composicio
elemental de la biomassa en termes de components elementals per les diferents condicions d’estudi utilitzant com a
font de C barreges de glicerina/metanol amb diferents velocitats d’alimentacid.

Font de Carboni Formula C-mol Biomassa Relacié Relacié
Glicerina /Metanol C:N H:O
80%_20% []=0.16h™ C Hi.658 No.14000.71S0.006 7.1 2.3 3.81
60%_40% []=0.16h™ CH1.787N0.14600.701S0.005 6.9 2.5 3.97
40%_60% []=0.16h™ CH1.834N0.13700.737S0.003 7.3 2.5 3.96
80%_20% []=0.05h™ CH1.682N0.12100.624S0.002 8.3 2.7 4.12
60%_40% []=0.05h™ CH1.89N0.13700.78550.012 7.3 2.4 3.98
40%_60% []=0.05h™ CH1.784N0.14100.65850.003 7.1 2.7 4.06

80%Glucose_20%Methanol [J=0.09h™ C Hy.749 No.141 O0.679 So.002 7.1 2.6 4.05

Balan¢ massic dels components d’entrada i sortida

Un dels punts principals en qualsevol estudi de distribucié de fluxos és el fet de validar la
mesura de tots els substrats consumits i productes generats durant I’experiment. Aixi doncs, és
necessaria una mesura adient dels gasos d’entrada i sortida del reactor per poder realitzar un
balang de tots els components adequat. Aquest pas va ser realitzat d’acord amb els procediments
estadistics [22][23][24], els quals son molt similars als utilitzats anteriorment per la reconciliacio
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de la biomassa. En aquest cas, la formula de biomassa anteriorment calculada s’utilitza com a
base per la reconciliacié dels components macroscopics. Finalment, | index de consisténcia ‘h’,
que segueix uns distribucié %2, es va determinar per tal de descartar la preséncia d’errors grans a
les mesures o durant el procés de reconciliacio, d’acord amb el procediment de calcul
establert[23][22]. En tots els casos es va descartar la presencia d’errors grans de mesura i es va
validar al consistencia de dades. En a quest cas els valors reconciliats constitueixen el valor de
les variables reals més probables, tenint en compte les mesures i la validesa del principi de
balang elemental i de matéria considerat durant el procés de reconciliacio.

Taula 2.8. Substrats i productes mesurats en estat estacionari utilitzant diferents barreges de glicerina i
metanol per ambdues velocitats d’alimentacid. La fila inferior de la Taula correspon I’error en el balang de C per
a cada condicid de cultiu.

Experiments [J= 0.05h™ Experiments [J=0.16h™

mmol/gocw-h  80% 20%  60% 40%  40% 60%  80% 20%  60% 40%  40%_60%

Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor Sd

Glicerina -0.86 0.06 -0.73 0.05 -0.56 0.04 -2.69 035 -281 0.70 -2.28 0.46
Metanol -0.59 0.07 -1.47 0.07 -241 0.07 -0.19 0.03 -1.82 0.27 -2.75 0.55
OUR -280 0.28 -3.00 030 -3.50 035 -3.80 038 -440 0.67 -5.30 0.53
CER 160 016 200 020 220 022 350 0.17 380 057 340 0.17
Biomassa 1.80 013 169 012 179 0.13 524 089 565 028 554 0.83
% error de C 6.34 0.16 3.28 5.47 -7.52 6.96

Tabla 2.9. Substrats i productes mesurats en estat estacionari utilitzant diferents soques sota condicions de
creixement amb glucosa /metanol com a font de carboni.

Experiments []= 0.09h™

mmol/ gDCW*h X-33 Control X-33ROL_1 X-33ROL_2
Valor Sd Valor Sd Valor Sd

Glucosa -0.80 0.06 -0.92 0.06 -0.94 0.05
Metanol -1.17 0.08 -1.30 0.07 -1.27 0.06
OUR -2.88 0.29 -3.80 0.38 -3.30 0.33
CER 2.23 0.22 2.77 0.28 2.88 0.29
Biomassa 3.28 0.23 3.17 0.22 3.25 0.16
% error Balang C 14.2 11.2 6.3

Tal i com s’observa en les Taules 2.8 i 2.9, per les dues mescles de substrats diferents es
comptabilitza la majoria de carboni per les diferents condicions de cultiu. Tot i que en el cas amb
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el substrat mixt glucosa/metanol com a font de carboni i utilitzant la soca control, I’error supera
el 10%, possiblement per una quantificacié poc acurada del cabal de sortida del reactor.

Un cop obtingudes totes les dades de cadascuna de les condicions experimentals, el pas de
reconciliacié estadistica va ser realitzat, obtenint un index de consisténcia per sota de 7.81 (valor
limit de la distribucié %) amb un 95% de confianca amb 3 graus de redundancia per tots els
casos. En les Figures 2.6 i 2.7 es mostren els valors finals obtinguts, els quals seran utilitzats per
al calcul de distribucions de fluxos en els capitols posteriors.

u=0.09h'  Glucosa/Metanol
4
1 I
3 & - &
2 ] | o
= B [ =
Q 0 1 1 L —
a
501 " L
=] i 1| —
£
€ -2 . | -
3 m |
-4
-5
X33 Control X33 ROL_1 X33 ROL_2
B Glucosa ®Metanol "OUR ®CER " Biomassa =~ RQ

Figura 2.6 Substrats consumits i metabolits generats per a les diferents condicions experimentals amb el
substrat mixt glucosa/metanol.

u=0.05h"t  Glicerina/Metanol n=0.16h"*  Glicerina/Metanol

3 6 I 1

! | | | [ < - b L
RS SRS I

5° ll n - (ML o WO
S -1 S
E ST
€, I3

3 -4

-4 -6

80%_20% 60%_40% 40%_60% 80%_20% 60%_40% 40%_60%
EGlicerol ®"Metanol" * Arabitol ®OUR ®CER ""Biomassa"” " RQ ®*Glicerol"™ ®*Metanol" “ Arabitol ®"OUR ®CER " "Biomassa" " RQ

Figura 2.7. substrats consumits i metabdlits generats per a les diferents condicions experimentals amb
barreges glicerina/metanol.

Conclusions

Durant aquest estudi, diferents metodes experimentals han estat aplicats per tal d’obtenir el
major nombre de dades amb la finalitat de poder determinar la composicié elemental i
macromolecular de la biomassa. A causa de la varietat de soques utilitzades durant aquest treball
i les diferents condicions experimentals proposades, es proposa realitzar una quantificacid
detallada de la biomassa per a cada condicié de cultiu i per a cada soca utilitzada. Aquestes
composicions es faran servir posteriorment per calcular el consum de precursors del metabolisme
que s’ha de tenir en compte durant el calcul de fluxos metabolics. Com a resultat de I’estudi es
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varen formular diferents composicions fins al moment inexistents per als casos on s’utilitzen
substrats mixtes com a font de carboni.

Apendix

1.1 Elements quimics mesurats a la biomassa per a les diferents condicions experimentals
utilitzant mescla tnica de glucosa/metanol com a font de carboni. Tots els valors representats es
troben en % de biomassa seca.

Glucosa _ Metanol p= 0.09 h*

X33 Control X33 ROL-1 X33 ROL-2
C 43.58 +2.18 43.35+2.17 44,34 +2.22
H 6.32+£0.32 7.01+£0.35 7.001 £0.35

N 8.40+1.26 8.02+1.20 8.08 +1.21

(o) 34.38+1.72 3427 +1.71 33.2+1.66
S 0.17 £0.07 0.2 +£0.08 0.195 + 0.08
Cendres 7.2+0.36 7.2+0.36 7.17 £0.36

1.2 Elements quimics mesurats a la biomassa per a les diferents condicions experimentals
utilitzant diferents mescles de glicerina/metanol com a font de carboni. Tots els valors
representats es troben en % de biomassa seca.

Glicerol _metanol p=0.16 h*

Glicerol _ metanol p=0.05h"

80%_20%

60%_40% 40%_60%

80%_20%

60%_40% 40%_60%

oO=2z=xTo

Cendres

41.11+4.11
6.47 £ 0.65
7.02+0.7

33.89+3.39
0.72£0.07
10.8£1.08

42.36+2.12 40.8 £2.04
6.5140.33 6.47 £0.32
8.48+0.42 731+0.37
33.93+5.1 34.81+5.22
01+0.1 0.28+0.01
8.7+0.44 10.3+£0.52

4331432
6.6510.67
6.46 £ 0.65
31.27+4.69
0.26 £0.03
121+121

40.45£2.02 42.96 +2.15
6.61£0.33 6.47£0.32
7.23+0.36 7.79+0.39
36.82 +5.52 33.02+4.95
1.31+0.07 0.3+0.02
761038 9.5+0.47

1.3 Formules en C-mols calculades per a cada component de la biomassa durant les diferents

condicions experimentals.

X33 Control 80% Glucosa _ 20% Metanol

C H N 0 S P

Prot. 1 159 0281 0338 0.002 0

Carbo. 1 1.66 0 0.833 0 0
Lipids 1 1.63 0 0.130 0 00019
RNA 1 123 04 0734 0 01047
DNA 1 126 0378 0613 0 021021
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X33ROL-1 80% Glucosa _ 20% Metanol

C H N 0 S P

Prot. 11577 0277 033 0003 0

Carbo. 1 1666 0 0.833 0 0
Lipids 1 1610 0001 0.100 0 0.001
RNA 1 120 04 0734 0 01047
DNA 1 1250 0378 0613 0 021021




Capitol 2

X33 ROL-2 80% Glucosa _ 20% Metanol

C H N 0 S P
Pot. 1 1570 027 0331 00023 0
Carbo. 1 1666 0 083 0 0
lipids 1 1610 0001 0100 0 0.0l
RNA 1 1230 04 0734 0 0.104
DNA 1 125 0378 0613 0 0102
X33 Control 80% Glicerol _20% Metanol p=0.16h"
C H N 0 S P
Prot. 1 1570 027 0330 0002 0
Carbo. 1 166 0 0.833 0 0
Lipids 1 161 0001 0.100 0 0001
RNA- 1 123 0.4 0.734 0 01047
DNA 1 126 0378 0613 0 01021
X33 Control 80% Glicerol _20% Metanol p=0.05h™
C H N 0 S P
Pot. 1 1565 027 033 0004 0
Carbo. 1 166 0 083 0 0
lipids 1 161 0001 0100 0  0.001
RNA 1 123 04 0734 0 01047
DNA 1 126 0378 0.613 0 01021
X33 Control 60% Glicerol _ 40% Metanol p=0.16h"
C H N 0 S P
Prot. 1 157 0279 0341 0002 0
Carbo. 1 166 0 0.833 0 0
Lipids 1 161 0001 0.100 0 0001
RNA 1 123 04 0734 0 01047
DNA 1 126 0378 0613 0 01021
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X33 Control 60% Glicerol _ 40% Metanol p=0.05h"

C H N 0 S P
Prot. 1 156 0289 0330 0001 0
Carbo. 1 166 0 083 0 0
Lipids 1 161 0001 0100 0  0.001
RNA- 1 123 04 073 0 01047
DNA 1 126 0378 0613 0 01021
X33 Control 40% Glicerol _ 60% Metanol p=0.16h"
c H N 0 S P
Prot. 1 157 0281 0338 0002 O
Carbo. 1 166 0 0.833 0 0
Lipids 1 161 0001 0.100 0 0001
RNA 1 123 04 0734 0 01047
DNA 1 126 0378 0613 0 01021
X33 Control 40% Glicerol _ 60% Metanol p=0.05h"
C H N 0 S P
Prot. 1 156 0275 0332 0002 0
Carbo. 1 166 0 083 0 0
Lipids 1 161 0001 0100 0  0.001
RNA- 1 123 04 073 0 01047
DNA 1 126 0378 0613 0 01021
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Introduccio

En els darrers anys el llevat metilotrofic P. pastoris ha esdevingut un atractiu sistema
d’expressio de proteines recombinants [1][2][3]. A més a més, els darrers desenvolupaments de
diferents eines de treball especifiques per I’estudi de sistemes biologics [4][5][6] han obert tot un
nou mon d’oportunitats per a la millora de diferents soques i I’optimitzaci6 de diferents
condicions de cultiu.

Diferents estudis en llevats, portats a terme sota diferents condicions de cultiu com per exemple
la velocitat de creixement o diferents substrats entre d’altres[7][8], han descrit I’impacte de la
sobre expressio de proteines recombinants suggerint un impacte en el metabolisme central de les
cel-lules. En tot cas, pel que fa al nombre d’estudis quantitatius en aquest llevat que han descrit
el potencial efecte entre el metabolisme central, les condicions ambientals de treball i la
produccid de proteines recombinats és encara avui dia es bastant limitat [9][10][11].

El promotor de I’alcohol oxidasa 1 (AOX1) de P. pastoris ha estat extensament utilitzat per la
produccié de proteines recombinants. Les bases generals d’aquest sistema d’expressié rauen en
el fet de que els enzims necessaris per metabolitzar el metanol solament és sintetitzen quant les
cel-lules son alimentades amb aquest substrat [12]. Tanmateix la repressié catabolica per
diferents substrats multi carbonats és particularment estreta en P. pastoris. Interessant-ment,
estrategies de cultiu utilitzant mescles de substrats multi carbonats amb metanol, com ara
sorbitol (Cg) 0 glicerina (C3) han potenciat la produccié de proteina en nivells significatius,
suggerint que la carga metabolica ocasionada per la expressio de proteina recombinant pot ser
reduida [13].

En aquest capitol ‘marcatge Fraccional Biosintéticament Dirigit’ (BDF) amb *3C fou utilitzat per
estudiar I’efecte de la carga proteica en el metabolisme central de P. pastoris. Especificament,
aquest treball es centra en la comparacié entre diferents soques del llevat en questié, amb
diferents quantitats del gen ROL integrat. Aixi dons, i amb aquesta idea com a base, s’analitzara
d’una manera quantitativa el potencial impacte de la secrecié d’una proteina recombinant en el
metabolisme central i energétic del llevat P. pastoris.

Materials i métodes

Soques

La soca P.pastoris X-33 (invitrogen) amb pGAPAao com a vector simulat, fou escollida com a
soca control en aquest estudi. Com a soques productores de proteina recombinant, s’escolli la
soca X-33 pPICZAa-ROL (Rol_1) préviament obtinguda [14], considerada com a sistema
d’expressi6 amb una Unica copia del gen ROL d’expressid, i una segona soca generada per
aquest estudi seguint una segona transformacio de la soca préviament comentada en el capitol 2
amb la incorporaci6 d’un segon gen d’expressié (Rol_2). Totes dues soques foren analitzades
amb una técnica de gRT-PCR amb la finalitat de quantificar el nombre exacte de copies inserides
en el genoma.
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Condicions de cultiu

Duplicats biologics amb condicions aerobiques, utilitzant un flux constant d’aliment i mantenint
una concentracié de carboni limitant a I’interior del reactor, és varen portar a terme per a cada
una de les soques d’estudi. S’utilitza un reactor de 3L de volum total (Applikon Biotechnology)
amb un volum de treball de 1.0 L controlat a 25° de temperatura. EI pH fou mantingut a 5.0
mitjancant I’addicié d’una dissolucié 1M de NHs. Una taxa d’aeracio 1 litre d’aire cada minut,
controlada per els cabalimetres massics del propi reactor és mantingué durant tot el procés. Un
valor fixat de 800 rpm fou necessaria per a mantenir una consigna d’oxigen dissolt minima del
15%. Una sobrepressid de 0.2 bars fou aplicada al sistema per tal de facilitar la presa de mostra
en el reactor. El flux d’aliment cap a I’interior del reactor fou fixat a una [J= 0.09h™ alimentant
un medi definit [15] amb 50g L™ d’una barreja de glucosa/metanol (80% glucosa, 20% metanol,
p/p) com a font de carboni. Tots els gasos del bioreactor foren refredats amb un condensador a
4°C, assecats amb dues columnes de cilica gel i posteriorment analitzats mitjancant sensors BCP-
CO, i BCP-O, (Blue-Sens). Tots els sensors utilitzats foren préviament calibrats d’acord amb les
condicions d’operacié fixades per la realitzacié dels experiments i amb la utilitzaci6 de diferents
bales de calibracié de composicié coneguda. Diferents mostres durant I’estat estacionari foren
avaluades per tal de corroborar una constant produccié de biomassa, de CER un consum
d’oxigen i de tots els possibles metabolits extracel-lulars detectables.

Procediments analitics

Tots els procediments analitics per la determinaci6 de la composici6 de biomassa i la
concentracio de metabolits extracel-lulars foren realitzats tal i com s’explica en el capitol 2
Analisis de Biomassa.

Tant mateix, durant aquest estudi i per corroborar una de les hipotesis plantejades per la
formulacié de les diferents equacions de distribuci6 de fluxos, es va realitzar un analisis
d’activitat enzimatica per quantificar I’activitat de I’enzim fosfoenolpiruvat carboxiquinassa
(PepCK). Aquesta determinacié enzimatica fou realitzada d’acord amb el protocol descrit
préviament a [16], utilitzant una fraccié soluble d’extracte cel-lular obtingut després d’una
disrupcié mecanica mitjancant boles de vidre [17]. Breument, I’extracte cel-lular fou preparat
mitjancant una disrupcié mecanica d’uns 15-20 mg de cel-lules liofilitzades re suspeses en 0.5
mL amb una solucié tamponada a (20 mM Hepes, pH 7.1, 1 mM DTT, 100 mM KClI), inhibidor
de proteases ‘Complete coktail’ (Roche) amb 1 g de boles de vidre. Seguidament la suspensio
cel-lular fou mesclada amb 6 periodes de 30 s amb un interval de 30 s de repdos amb gel entre
cada etapa. Les mostres foren centrifugades a 3000 G durant 5 min. a 4°C i transferides en tubs
‘eppendorf’ per una posterior etapa de centrifugacié a 5000 G per tal d’assegurar la completa
precipitacio i comprovar que la mostra fos totalment transparent. El sobrenedant de les etapes de
centrifugacio fou usat com a extracte lliure cel-lular. L activitat de la PepCK fou determinada
seguint la corba d’absorbancia a 340 nm del cofactor nucledtid piridina reduit (Ess=6.22nM™).
La mescla de reaccio ( 1 mL) contenint 100 [Jmol de tampé Imidazole-HCI a pH 6.6, 50 [Jmol
NaHCOg, 2 [Jmol MnCl,, 2 [Jmol de glutationa reduida, 2.5 [Jmol ADP, 0.15 [Jmol NADH, 3 U
de malat deshidrogenasa (Roche) i entre 10-15 ml d’extracte lliure. Finalment la reaccio fou
engegada amb I’addici6 de 2.5 [Jmol de Pep. La corba d’activitat enzimatica fou mesurada amb
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un espectrofotometre (Varian Cary 300) a 30°C i 340 nm. Es va definir una unitat d’activitat
com la quantitat d’enzim que catalitza la formacié de 1 [Jmol de piridina reduida per minut.

Marcatge Fraccional Biosintéticament Dirigit amb *C

Les cél-lules de P.pastoris foren alimentades d’una forma continuada mitjan¢ant una composicio
de carboni no marcada durant més de 5 temps de residencia fins assolir un estat metabolic
estacionari, indicat per una densitat cel-lular i unes concentracions d’oxigen i dioxid de carboni
estables a la sortida del reactor. EI marcatge fraccional dirigit utilitzant dues fons de carboni fou
desenvolupat de la forma proposada per Aina Sola [18]. Breument, tenint en compte la utilitzacio
d’un medi amb dues fonts de carboni simultanies, durant el marcatge BDF s’utilitza el 12%
(pes/pes) de font de carboni uniformement marcada **C amb un 88% (pes/pes) de font de carboni
no marcada '2C. La puresa de la font de carboni **C utilitzada fou del 99%, subministrada per
Cortecnet (Voisins le Bretonneux, France). El substrat marcat fou alimentat al reactor durant un
periode de 1.5 temps de residencia. Finalment, 500 ml del brou de cultiu foren recol-lectats,
centrifugats a 4000 G durant 10 min, re suspesos amb 20 mM d’una solucid Tris-HCl a pH 7.6
amb una altra etapa final de centrifugacié. La biomassa final obtinguda fou liofilitzada durant 24
hores (Benchtop 5L Vitris Sentry, Virtis Co., Gardiner, NY, USA). Finalment, 100 mg del
liofilitzat cel-lular fou re suspés amb 10 mL d’una dissolucié 6M HCI i seguidament hidrolitzat
amb tubs de vidre cellats a 110°C durant unes 22 h. Aquesta suspensio resultant fou assecada
durant la nit mitjancant un forn a 90°C re dissolt amb aigua i filtrat mitjancant filtres de 0.2 mm
(Millipore). El filtrat resultant fou liofilitzat i re dissolt amb D,O per la seva posterior injecci6 a
I’espectrofotometre. EI pH resultant de les mostres fou inferior a 1 degut al HCI residual.

Espectroscopia NMR

L analisi de I’espectre de ressonancia magnética nuclear (NMR) *H-*C-HSQC fou realitzat a
40°C utilitzant un espectrofotdmetre Varian Inova operant a una freqiiéncia de *H- ressonancia
de 600 MHz de la forma descrita en la bibliografia [19]. Per a cada una de les mostres dos
espectres diferents foren analitzats, observant les regions alifatiques i aromatiques. El resultat de
I’espectre fou processat utilitzant un software Varian espectrometre software ‘VNMR’ ( versio
6.1,C).

Analisi basat en la relacio6 entre fluxos metabolics (METAFor)

El programa de calcul FCAL (R.W. Glaser; FCAL 2.3.1) [20] fou utilitzat per la integracio dels
pics mesurats degut a I’acoblament escalar **C-'*C dels carbonis provinents d’aminoacids
proteics a partir de les senyals *H-*C-HSQC NMR, i també per calcular I’abundancia de
fragments de carboni intactes originaris d’una simple molecula de glucosa. La nomenclatura
utilitzada en aquest treball s’ha descrit I’extensament al capitol 1 d’introduccio i descrita en
[21].

Breument, f representa la fraccié de molécules on el carboni observat i els carbonis veins
provenen d’una molécula font de carboni diferent (glucosa o metanol), f® representa la fraccié
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de molécules on I’atom de carboni observat i un dels seus veins provenen de la mateixa molecula
font de carboni, finalment f® representa la fraccié de molécules en la qual I’atom de carboni
observat i els dos carbonis veins provenen de la mateixa molécula de glucosa. En el cas de que el
carboni observat tingui una constant d’acoblament escalar **C-**C significativament diferent per
a cadascun dels dos carbonis veins, llavors dues fraccions diferents poden ser avaluades, f@ i
9. Amb aquesta premissa, la fraccié de molécules amb un enllag conservat entre el carboni
observat i un del seus veins amb la constant d’acoblament menor es representat per f®.
Alternativament, f*) és aquella on la constant d’acoblament entre el carboni observat i un dels
seus veins és major. Finalment si el carboni observat esta situat al final de la cadena carbonada
solament existeix la possibilitat d’observar fragmentomers f* o f®.

Aixi dons tota la informacié de marcatge mesurada als aminoacids proteics pot ser extrapolada
als seus precursors metabolics, majoritariament intermediaris del metabolisme central. Les
cadenes principals de carboni de tots aquests intermediaris son conservades a través de les
diferents rutes de sintesis dels aminoacids corresponents[22].

Equacions de distribucio de fluxos

Un cop realitzada la integracié de les dades de tots els aminoacids per a cadascuna de les mostres
de fermentacio, es varen obtenir els valors dels diferents fragmentomers. Posteriorment es va
comprovar la consistencia dels resultats i la validesa de les rutes de sintesi es va procedir al
calcul de quocient de fluxos metabolics necessaris per eliminar tots els possibles graus de
llibertat de la xarxa metabolica plantejada (Apéndix 1) .

La compartimentalitzacio de la xarxa metabolica considerada per a I’analisi METAFoR fou la
descrita anteriorment per P.pastoris amb la utilitzacié de glucosa com a font de carboni [22].
Degut a la assimilacio concurrent de dues fonts de carboni , la metodologia

de calcul de distribucié de fluxos per cel-lules eucariotes descrita per Maaheimo fou estesa. La
fraccié de fosfoenolpiruvat (Pep) originada a partir de I’activitat de I’enzim fosfoenol piruvat
carboxiquinassa fou assumit negligible, en base a que aquest enzim no esta involucrat en la
assimilacié de metanol [12] a més a més de no mostrar activitat amb la prova enzimatica,
descrita anteriorment, sota les condicions experimentals proposades en aquest estudi.
Consequientment, la fraccié de Pep fou considerada provinent de tres fonts diferents, tal i com es
mostra en la Figura 1.

Ruta Pentoses
Metanol l X3 Fosfat

| X2 .,
Fraccio
X1 de X4

Pep

Figura 1. Contribuci6 de les diferents vies metaboliques a la formacié de Pep
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Es va tenir en compte la contribucié directa de les Pentoses fosfat (PPP), la ruta de la glicolisis i
finalment la via d’assimilacié de metanol. No és va considerar cap més via metabolica
alternativa de contribuci6 a la formacid de Pep. Aixi dons, es formula un balan¢ de matéria en el
pool de Pep tenint en compte totes les aportacions de carboni possible (Eq.1).

Fl+x2+ X3+ 51="ep Eq.l

On X1 i X2 denoten el flux relatiu de carboni procedent dels pools de gliceraldehid fosfat
(GA3P) i dihidroxiacetona fosfat (DHAP) al pool de Pep, respectivament ambdoés fluxos
deriven de la directa assimilacié de metanol. X3 representa el flux relatiu a traves de la via de la
glicolisis, mentre que X4 representa el flux relatiu de contribucid de la via de les pentoses fosfat
al pool de Pep.

Tenint en compte que la via de la glicolisis produeix sempre fragments intactes de carboni al
pool de Pep [19] contrariament a la contribuci6 de les altres vies metaboliques a aquest pool, es
planteja un balan¢ de carboni en el C2 del Pep per tal d’intentar resoldre les incognites
plantejades en la Eq.1. A més a més, les molécules de Pep procedents de la via d’assimilacio de
metanol presenten un patrdé de marcatge diferent d’aquelles molécules de Pep procedents de la
via de les PPP. La contribucié de les PPP resulta en la interconvercio de tres molécules de
pentoses fosfat en cinc molécules de Pep. Entre aquestes cinc molécules originades, a les 3/5
parts hi romanen els fragments C3-C4-C5 intactes mentre que les altres 2/5 parts conserven
I’enllag C1-C2 intacte i és forma un nou enlla¢ provinent d’una altra molécula [19]. D’altra
banda, la ruta d’assimilacié de metanol, contribueix al pool de Pep amb el mateix fragment
marcat que la via de les PPP pero amb la possibilitat de revertir el fragment de C3-C4-C5
provinent d’aquesta via degut a la isomeritzacié del DHAP, el qual pot revertir la orientacio
d’aquest fragment. El metanol es assimilat per la formacié d’una molécula de sis carbonis la qual
és posteriorment separada amb dos fragments de tres carbonis respectivament, GAP i DHAP. El
GAP reacciona simétricament a la formacié de Pep mentre que les molecules de Pep formades
per el DHAP mostren diferents patrons de marcatge d’aquelles fraccions originades a traves de la
via de les PPP, degut a la isomeritzacié comentada anteriorment. En la Figura 2. es mostren les
diferents possibilitats de patrons de marcatge dels fragments de molécules de Pep originades per
les tres vies de formacid observant que el carboni central, que sera el C2 en el pool de Pep,
sempre sigui *3C. S’ha de tenir en compte que la fraccié de Pep originada mitjancant les diferents
vies de sintesis fou derivada de la formulacié d’un balan¢ massic en el C2 del Pep, observant els
fragmentomers @ j &,
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OOO 9, OOOQO

—_—

Assimilacié Metanol Glicolisis Pentoses fosfat

Figura 2. Fragments considerats per la formulacié del balan¢ de matéria al C2 del Pep.

Per tant, tenint en compte la contribucié de les diferents vies metaboliques i la informacio
obtinguda a partir dels aminoacids sintetitzats directament a partir de Pep ( Phe-Ca i Tyr-Ca), es
formularen diferents balancos de materia mitjancant el mapa de transicions de carboni descrit per
ARM [23] per els fragmentomers @ i f#” dels aminoacids Phe-Cc i Tyr-Ce.

FA PR Twr  Col XL 9K 8105 0 X295 HE Cal ol
x4 [E- FAl iz 08 2 P s c.x‘-‘] Ep.2
5 ' g ' . '

FASUPhe Ter  Col X1-F“HHis 81081 XI-F5HE  Col
3 R
i [E' FEEs cai Eq.3

Tenint en compte les equacions 1, 2 i 3, es poden formular les diferents contribucions de cada
una de les rutes metaboliques a la sintesis de Pep. La contribucié del flux X1, representada en les
equacions 2 i 3 com f#{His — C&] - 1.5 ,sempre serd igual independentment del que decidim
observar en el pool de Pep ja que, al tenir origen en un carboni terminal, solament existeix la
possibilitat de f?. Pel que fa a la contribucié del flux X2 sera f“**{His — U] 0 f*+*{His — Cix]
depenent del fragment que estem observant en el pool de Pep segons el mapa de transicions de
carboni anteriorment comentat. La contribucié del flux X3 es menyspreable, ja que la via de la
glucolisis no aporta cap fragment 2 o ¢ al pool de Pep. Finalment el flux X4 es el més
complicat ja que s’han de tenir en compte tots els possibles trencaments dels diferents fragments
de pentoses a I’hora de formar trioses. Es pot definir que si observem la formacié de
fragmentomers f® en el Pep aquests son originaris de la suma de

i TR ) e E] R . .o . , .,
{;' fE{is — Cdl + o i His — Ea’_l} mentre que si el que estem observant és la formacio
de fragmentomers 27 en el Pep, aquest son originats per =- f “**{His — t'z]. Finalment, tenint
en compte aquesta peculiaritat, poden ser formulades les equacions per calcular les diferents
contribucions. XPep_we: és el flux relatiu de la via d’assimilacio de metanol la qual és la suma de
X1 i X2 ja que forcosament aquest dos fluxos han de tenir el mateix valor numeric, mentre que

XPep_ppp’, és el flux relatiu provinent de les pentoses fosfat ja esmentat, les equacions 4 i 5

mostren les diferents contribucions formulades.
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PP Ter—Ca =X+ 5 p - Ed‘}f-+fi-_r P is—Co}
Alep Mel = - —

- - Eqg.4
PV oAb S+ i i s—od} g

FEWPNe T = O b= K I —C8 0 S S s -0}

S prE e Lo}

APep PPP = Eq.5

Un cop descrites les equacions, les quals ens permeten calcular el flux de carboni de les diferents
vies metaboliques al pool de Pep, (seguint la metodologia de rastreig dels patrons de marcatge
obtinguts amb els aminoacids proteics als seus precursors metabolics principals), es formula la
fraccio d’oxalacetat mitocondrial (Oaamit) originat a partir del piruvat citosolic (Pyr.i) mitjangant
I’enzim de la piruvat quinasa. Aquesta distribuci6 denominada XOaa_py,, fou derivada de
I’aplicacid del balang de materia als fragments de carboni C2-C3 de I’oxalacetat. Les molécules
d’Oaa originades al cicle del TCA, contenent el fragment C2-C3 totalment trencat, o sigui que
no provenen de la mateixa molecula inicial. Donat que el flux procedent del Pep cap a Pyr: es
conegut com un via unidireccional, sota les condicions de carboni limitants utilitzades en aquest
estudi, els fragments dels aminoacids Phe-Ca i Tyr-Ca foren usats per representar I’estat de
marcatge del Pyr:. Tenint en compte que el Oaa és el metabolit precursor per la sintesis d’Asp o
Thr i que I’esquelet carbonat de I’Oaani: és especialment conservat durant tot el cicle del TCA i
per tant pot ser observat el seu patré de marcatge en el Glu. S’escolliren aquest tres aminoacids
per poder extreure la contribucié d’aquesta branca a la distribucié de fluxos total (Eg. 6). Aixi
dons, s’utilitzaren els fragments de I’Asp-Ca i Thr-Ca per representar el patré de marcatge del
C2 de I’Oaanit -

Lresh T s T — o
= —/ p
Lried s Tyr—Coh

XOuulPy

Eq.6

Tal i com s’ha descrit anteriorment a la literatura [24][20], el calcul de la relaci6 de fluxos
metabolics utilitzant marcatge **C fraccional d’aminoacids rau en el fet d’assumir, per a tots els
casos, un estat estacionari metabolic i isotopoméric. D’aquesta forma ens assegurem que les
dades obtingudes son constants durant el transcurs de I’experiment de marcatge.

Analisi de la distribucié de flux metabolic amb metodologia **C

L analisi de fluxos metabolics amb restriccions de *C (**C-MFA) fou aplicat d’acord amb un
model estequiometric assumint les principals vies del metabolisme central de P. pastoris. Per tal
de calcular el fluxos nets intracel-lulars, el model fou restringit per parametres de flux
extracel-lular (produccié de biomassa, consum dels substrats addicionats i produccié de COy) i
les tres relacions de flux anteriorment comentades derivades de I’analisi METAFoR (veure Taula
5 Apeéendix 2) de la mateixa forma descrita per Fischer [25], constituint aixi un sistema
determinat d’equacions. En la construccié d’aquest model no es varen tenir en compte els
cofactors redox com a restriccié per solucionar el sistema **C MFA plantejat. La utilitzacié de
cofactors per solucionar el balang massic és una possible font d’error a tenir en compte ja que
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requereix d’un coneixement molt precis de I’activitat dels diferents isoenzims i enzims que fans
servir els diferents tipus de cofactor, presents a tot el conjunt cel-lular.

La minimitzacio de I’error quadratic per el calcul de fluxos a la xarxa metabolica proposada per
aquest estudi, fou realitzat d’acord amb el métode descrit préviament a Baumann [9]. EI model
estequiomeétric utilitzat per al metabolisme central de P. pastoris fou també formulat d’acord
amb el publicat per Baumann [9] complementat amb la via d’assimilacio de metanol degut al us
de substrat mixtes (Apéndix 1). D’igual forma el cicle del glioxilat i la ruta de I’enzim malic no
foren introduides en aquest treball, ja que les dades extretes de I’analisi METAFOR no mostraren
una activitat apreciable d’aquestes vies, tal i com es comenta a la bibliografia per el cas de
glucosa com unica font de carboni [21]. Aixi mateix, en aquest model, el consum dels metabolits
intermediaris de les vies principals per la formacié dels components macromoleculars de la
biomassa (proteines, lipids, carbohidrats, RNA i DNA) foren calculats tal i com esta descrit en la
literatura [26] i considerant les rutes biosintetiques descrites per P. pastoris [27][28]. Tots els
fluxos metabolics calculats foren considerat com a flux net, aixi dons el flux en la direccio de la
reaccio descrita fou considerat com a flux positiu mentre que el flux el la direccié oposada fou
considerat com un valor negatiu.

Calcul de les taxes de regeneracié del NADH

El valors de la taxa de regeneracid del poder reductor fou calculada a partir de la distribuci6 de
fluxos nets obtinguda. Un cop la soluci6 al sistema metabolic plantejat fou calculada, els fluxos
metabolics nets foren utilitats per a realitzar un calcul teoric de la quantitat d’O, consumida per
el sistema. Per aquest calcul, la majoria de reaccions involucrades en el consum d’O, foren
tingudes en compte, essencialment I’assimilacié de metanol, les rutes de biosintesis de lipids aixi
com el balang general d’electrons. A més a més, fou considerat que la totalitat del NADPH
produit per el sistema és consumit en les reaccions biosintétiques. D’altra banda, tots els
equivalents de reduccié romanents es consideren introduits a la cadena respiratoria per tal de
esser reciclats. Finalment, el consum teoric d’O, calculat per el sistema d’estudi, fou del 92% del
mesurat de forma experimental, indicant que sota les condicions experimentals proposades, les
variables calculades son altament consistents amb les obtingudes experimentalment.
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Resultats i discussio

Creixement i formacio6 de productes

S’han publicat relativament pocs estudis fisiologics enfocats al potencial impacte de la produccio
de proteina recombinant en el metabolisme central de P. pastoris, particularment en aquells
casos on el producte d’interés és secretat al medi [6][9].

L’objectiu d’aquesta part del treball fou avaluar d’una forma quantitativa la carga metabolica
ocasionada per la secrecid d’una proteina recombinant de R. oryzae ( lipasa de Rhyzopus oryzae;
Rol) en el sistema cel-lular de P. pastoris. Aquest enzim ha demostrat ser un model realment
atractiu per diferents estudis fisiologics sobre la produccié de proteina. En aquests estudis es va
demostrar que la seva expressio desencadena una resposta a proteines mal plegades [29] amb un
efecte negatiu en els parametres de creixement, particularment en aquelles soques les quals
expressen multiples copies del gen Rol [30]. Cal dir que els nivells de secrecié de la proteina
d’interes amb cultius a elevades densitats cel-lulars (100 g/L) son moderats (al voltant de 300-
500 mg L™) [14].

Taula 1. Parametres de creixement de P.pastoris sota condicions d’alimentaci6 amb glucosa metanol en
cultius en continu.

Soca Glucosa Metanol OUR CER Biomassa Y. '?_Ci“;’;gt
mmol/gpcw-h  mmol/gpcw-h  mmol/gpcw-h mmol/gpcw-h  mmol/gpcw-h  gocw/C-mol P
UA/gocw
X-33 C. -0.76 £0.02 -1.15+0.06 -2.95+0.11 2.31+£0.11 340+£0.04 14.7+0.3 n.d.

ROL_1 -0.85+0.01 -1.29+0.05 -3.71+£0.07 3.04 +0.06 3.32+0.03 13.0+0.3 2504 +192

ROL_2 -0.87+0.01 -1.24+0.09 -3.66 + 0.06 3.04+0.04 3.39+0.05 129+0.1 3490 + 208

Dades reconciliades de substrats i productes consumits i excretats en estat estacionari per a cada experiment.
L’index de consisténcia h fou inferior a 7.8 amb una redundancia de 3 ( 95% nivell significatiu) per tots els casos.

Per tal de caracteritzar la distribuci6 de carboni intracel-lular com a consequiencia de la secrecid
de Rol, foren realitzats una bateria de cultius aerobics en continu utilitzant una barreja de
glucosa/metanol fixada al 80:20 pes/pes amb una taxa de diluci6 de 0.09 h™ per totes les soques
d’estudi. El valor final de la velocitat de creixement fou inferior a la [Jmax (0.18 h™) assolida per
aquesta soca alimentada amb glucosa com a Unica font de carboni [24] i relativament superior a
la [max (0.06 h™) alimentada amb metanol [18] com Unica font de carboni. Amb aquestes
premisses, els cultius en continu és varen portar a terme en condicions de carboni limitant
permetent aixi la des repressié ocasionada per la glucosa en la via d’assimilacié de metanol aixi
com la seva induccié per aquest Gltim substrat.

Cal dir que durant tots els experiments realitzats no fou detectat cap subproducte en el brou de
cultiu, fet previsible, tenint en compte estudis previs [30]. En la Taula 1 s’observen totes les
dades macromoleculars dels diferents experiments realitzats. Particularment, el consum especific
de glucosa incrementa significativament de 0.76 fins 0.9 mmol g*h™, si comparem la soca
control respecte les dues productores, d’altra banda en el consum de metanol no s’observa una
diferencia significativa tant acusada. A més a més, I’augment en la producci6 de Rol té com a
resultat un increment en la produccié de CO, (CER) conseqient aixi amb un augment en el
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consum d’O, (OUR), fet possiblement relacionat e ser un indicador de que s’esta dedicant més
font de carboni a generar equivalents energetics (ATP). Contrariament al que era d’esperar, les
diferencies fisiologiques entre les dues soques productores foren insignificants tot i que els
nivells d’activitat enzimatica per la soca expressiva Rol_2 foren 1.4 cops més elevats que la soca
expressiva Rol_1. Aixi dons, és pot considerar que I’impacte en el creixement com a
consequéncia de la produccié d’aquesta proteina és remarcable, tenint en compte els nivells de
proteina secretada extracel-lular relativament petits ( 30 mg.L™) per totes dues soques
expressives i que la quantitat que representa la proteina d’interés avaluada és del (35-40%) del
total de extracel-lular. D’altra banda, sembla poc provable que aquest impacte en la fisiologia del
hoste en questié pugui ser deguda a la demanda de precursors per la sintesis de Rol sin6 més
aviat com a resultat de I’estres generat a la cél-lula ocasionat per la sintesis d’aquesta proteina.

Taula 2. Composicié de Biomassa en C-mol per Pastoris

Relacio Relacio

Soca Font de Carboni Formula de Biomassa C-mol C'N H:0
X-33 Control 80 % Glucosa 20 % Metanol  C Hy gg7 No17 Op.635 So.002 59 2.1 3.9
ROL_1 80 % Glucosa 20 % Metanol  C Hy 76 No.1a1 Ons7 So002 7.1 2.6 4.0
ROL 2 80 % Glucosa 20 % Metanol  C H170o No1s Ovse3 So.002 7.1 2,6 4.0
X-33 Control* 100 % Glucosa C Ha.761 Noas Oo sas Sooos 7.0 2.8 41
S.cerevisiag** 100 % Glucosa C Hi.748 No.14s Oo.596 So.0018 6.8 2.9 4.2

*Dades extretes de [26]; ** Dades extretes de [31]
Férmula molecular de P. pastoris utilitzant barreges de glucosa/metanol (80:20) com a font de carboni en cultius en
continu a una velocitat de creixement de D=0.09h™"; C:N relaci6 entre Carboni i Nitrogen; H:O relaci6 entre
Hidrogen i Oxigen; v, grau de reducci6 de la biomassa.

Les condicions de cultiu, al igual que els antecedents genétics, poden haver ocasionat impactes
significatius en ambdues composicions elementals i macromoleculars de les cél-lules. Es per
aquest motiu que és necessari un coneixement precis del valor de tots el elements que componen
la biomassa (elementals i macromoleculars), amb la finalitat de realitzar un analisi de flux
metabolic adequat. Al no disposar de dades elementals ni macromoleculars previes per P.
pastoris sota creixement amb substrats mixtes es va portar a terme aquesta caracteritzacio prévia
al calcul de distribucié de fluxos. En les taules 2, 3 i 4 es mostren els resultats obtinguts per a
cadascuna de les soques d’estudi obtinguts de la forma que es detalla en el Capitol 2 ‘Analisi de
biomassa‘. Aquests analisis ens revelen que existeixen diferencies significatives (p-valors <0.05)
en termes de contingut de proteina relativa entre cultius alimentats amb una font de carboni
diferent (glucosa vs glucosa/metanol), aixi com entre cultius amb diferent producci6é de Rol. A
més a més el valor relatiu de diferents aminoacids foren significativament diferents a (p-
valor<0.05) comparant la soca de referencia entre la soca expressiva Rol_1 (Thr, Ala) al igual
que entre la soca expressiva Rol_2 (Thr, Ala, Glu, Cys, Met, Orn i Arg) (Apéndix 3). Coherent
amb els analisis de contingut de proteina total, els continguts de la majoria d’aminoacids foren
generalment superiors en soques creixen sota glucosa/metanol com a font de carboni que
creixent sota glucosa com a Unica font de carboni (Apéndix 3). En consequiencia, observant
aquestes diferencies fou considerat que tant les diferents fonts de carboni com les diferents
soques utilitzades podrien tenir un impacte en el calcul de fluxos metabdlics, aixi dons, es va
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decidir considerar una composicié de biomassa diferent per a cadascuna de les tres soques
utilitzades en aquest estudi sota creixement amb co-assimilacié de substrat glucosa/metanol.

Taula 3. Composicié macromolecular de la biomassa per P. pastoris

Proteina  Carbohidrats Lipids*
pes/pes pes/pes pes/pes

X-33 Control  0.49+0.02 0.31+0.01 0.02+0.02 0.07+0.007 0.001 + 0.0001

Soca RNA pes/pes DNA pes/pes

ROL_1 043+0.02 0.34+0.01 0.04+0.02 0.06 + 0.007 0.001 + 0.0001

ROL_2 043+0.03 0.34+001 0.05+0.02 0.07+0.007 0.001 + 0.0001

*Valors calculats
Els valors estan expressats com a % del pes sec cel-lular DCW.

Impacte de la co-assimilacié de metanol en el metabolisme central de P. pastoris

L’espectre 2D*H-*C-HSQC fou analitzat d’acord amb el descrit en la bibliografia [19][20]
donant les abundancies relatives dels fragments de C2 i C3 intactes dels aminoacids proteics
(Apéndix 3). Els analisis dels valors-f obtinguts foren coherents amb les vies de sintesis
establertes per llevats, tal i com es reflecteix en estudis previs [24]. La utilitzacié d’un compost
de C6 com la glucosa juntament amb un compost C1 com el metanol per I’estudi de BDF amb
marcatge *C d’aminoacids proteics, va permetre la determinacié de les relacions de flux
associades amb I’assimilacio de substrats C1 per la cél-lula.

Quant les cel-lules son alimentades amb glucosa com a Unica font de carboni, els valors-f de la
His-Ca i la Phe-Ca han de ser practicament iguals degut a I’efecte de les reaccions afectades per
les transaldolases i les transquetolasses [9] [22]. Ara bé, aquest dos patrons de marcatge foren
diferents ens experiments d’aquest estudi (Apéndix 4) proporcionant una clara evidencia de
I’assimilaci6 de metanol per el creixement cel-lular i manteniment aixi com reafirmant que
condicions de glucosa limitant permeten la inducci6 de I’entrada de metanol per part d’aquest
ualtim compost. Comportaments similars foren previament observats a P. pastoris en condicions
de carboni limitant amb mescles de glicerina/metanol [18].

Si és comparen les distribucions de fluxos metabolics calculats en cultius consumint glucosa
amb els que consumeixen glucosa/metanol (en condicions totalment aerobiques i en cultius en
continu amb limitaci6 perla font de carboni) es pot observar un clar efecte degut a I’assimilacio
de metanol en la distribuci6é de fluxos nets (Figura 1). La distribuci6 de flux entre la branca
glicolitica i la branca oxidativa de la via de les pentoses fosfat es veu clarament desplacada cap
aquesta Ultima quant dues fonts de carboni son utilitzades conjuntament. Probablement aquest fet
reflecteix la demanda de pentoses per I’assimilacié de metanol aixi com un increment en la
generacio d’equivalents de reduccié en forma de NADPH. D’igual forma s’observa una clara
diferencia en el valor del flux a través del TCA, mostrant un flux menor quant s’utilitzen
substrats mixtes (escalats a I’entrada de glucosa). Aquest comportament també pot ser observat
en el calcul del flux de regeneracié de NADH. Es interessant comentar que en treballs previs
[18] no s’observen diferéncies significatives quan es compara I’activitat relativa del TCA amb
cel-lules creixen amb glicerina o creixem amb barreges de glicerina-metanol com a font de
carboni. Tal i com era d’esperar, degut a la diferencia en el contingut de carboni utilitzat amb
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substrats mixtes en cel-lules metilotrofiques [32], I’efecte de la co-assimilacié de metanol resulta
en un rendiment de biomassa substrat menor ( 14.3 £ 0.3 gpcw/C-mol) comparats amb cultius
utilitzant glucosa (16.8 £ 1.2 gocw/C-mol) com Unica font de carboni.

Observant la Figural, la major part del metanol (80%) fou directament desassimilada cap a la
producci6 de CO,, contrariament al observat en cultius on el metanol és la Gnica font de carboni
del sistema sota condicions limitants [10]. L’assimilacié de metanol te un efecte important en el
comportament bioenergétic en llevats metilotrofics. Per exemple, I’oxidaci6 directa de metanol
cap a CO; via formaldehid i format te un rendiment de 2 mols de NADH per cada mol de
metanol metabolitzat. Els primers estudis realitzats sobre el metabolisme del metanol mostraren
que els enzims involucrats en la primera oxidaci6 i assimilacié de metanol o formaldehid es
troben sota un control inhibitori de components directament lligats a I’aprofitament energétic,
com per exemple NADH i ATP (formaldehid i format deshidrogenasa), ADP (dihidroxiacetona
quinasa) i AMP (fructosa-1-6-bifosfatassa) [33]. En cel-lules metilotrofiques aquestes vies
metaboliques actuen d’una forma estretament lligada amb el balan¢ de consum i produccid
d’equivalents de reduccio, amb la conseqiient regulacioé energética de I’oxidacié del formaldehid
i la seva assimilacié. Aixi dons, els resultats obtinguts mostren que els cultius on s’utilitza
glucosa com Unica font de carboni mostren una limitacié en la produccié de NADH, mentre que
cultius on s’utilitza la co-assimilacié de metanol com a substrat auxiliar poden proveir el sistema
amb una font alternativa de NADH[34] el que podria explicar la disminucié de I’activitat al
TCA.
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Entrada Metanol [mmol (gCDW-h)-1] Entrada Glucosa [mmol (gCDW-h)-1]
Soca Control X33 Soca Control X33
Met (E) Glucosa 0 Glc (E) Glucosa 0.92
1 Glucosa + Metanol | 1.15 1 Glucosa + Metanol | 0.76
E 100 +3
151 + 10 T 33 =5 14 £2
! ! 57 x4 > R“|'5P 13 +2
1
1
v v 20 =4
Met 44 +2
© QGICGP l
0 =0 53 +6
Xul5P 32 +3 27 +1 XulSp ——p—— R5P
%0, + H,0 9 x2 g
0 0 3 +2
FORM -1 -| 10 .gf~1-- > co, — _—
Fru6P < » E4P 11 +2
| 8 £2
67 +1
11 £2
30 +£3 8 +2
0 %0 I
DHA GA3P,,, et > GA3P o > S7P
0 *0
82 13 144 +4
130 £5
Pyr — 101 ACCoA
/ g 10 +1
29 =1
26 +1
52 +3
ACCoA o
T
c pa—
cl
2 8
5|5

OAA

T~
2

MAL

309 +12 _ 435 +8
. » Biomassa

Figura 1. Distribuci6 de fluxos metabdlics en P. pastoris durant el creixement amb glucosa o glucosa/metanol
com a font de carboni. Distribucio de flux metabdlic amb la soca X-33 Control durant el creixement amb glucosa,
valors superiors, i amb glucosa/metanol, valors inferiors. El valor de tots els fluxos estan escalats a la entrada de
glucosa al sistema. Activitats de I’enzim malic i el cicle del glioxilat foren negligibles d’acord amb les bases de
I’analisi METAFoR. Dades de fluxos amb glucosa com Unica font de carboni fora extretes de [9].
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Impacte de la secrecié de Rol en el metabolisme de carboni central de P. pastoris

Tal i com s’observa en estudis previs amb secrecié de proteina recombinant [30], la sobre
expressio de Rol té un impacte en el consum especific de substrat. D’acord amb aquesta
observacio, les dues soques expressives mostren una lleugera pero significant disminucio en els
rendiments de biomassa amb un augment de la producci6 de dioxid de carboni i consum de d’O,
comparats amb la soca de referencia (X-33). Aquest fenomen pot ser relacionat amb una
demanda d’energia superior degut a la sintesis de Rol, donant lloc a uns nivells més elevats
d’energia per el manteniment requerits per la cél-lula. Tenint en compte que la quantitat de Rol
secretada al medi es relativament petita en comparacié a la quantitat de proteina total, hom es
temptat d’especular que aquesta carga metabolica pot ser principalment associada a I’estres
ocasionat per la secrecié de Rol [29][35] en lloc d’estar associada a la demanda de precursors
(‘building blocs’) per la sintesi de la proteina. Aquesta ultima afirmacio, seria més creible si la
proteina recombinant d’estudi fos produida intercel-lularment a nivells molt més elevats en P.
pastoris o en altres organismes hostes [11][36]. També pot estar relacionada amb in increment
en la degradacié de la proteina sintetitzada a mesura que aquesta s’acumula intracel-lularment.
Aixo0 representaria una mena de ‘cicle futil” donat que es consumiria energia per sintetitzar una
proteina que seria immediatament desmuntada.

Taula 5. Relacions de flux metabolic mitjancant I’analisi METAFoR.

X-33 Control Rol_1 Rol_2 X-33 Control*
% Fraccid total del pool
Glucosa/Metanol Glucosa/Metanol Glucosa/Metanol Glucosa

Pep provinent de Metanol 45+5 34+£9 24+9 n.d.

Pep provinent de PPP (valor maxim) 14 +4 21+8 24+ 11 399
R5P provinent T3P d S7P (transquetolassa) 777 701 83x2 66 £ 2
R5P provinent E4P (transaldolasa) 561 57%9 56 £ 4 40+ 2
Ser originat a partir de Gly i unitat C1 53+3 55+ 2 58+1 62+ 4
Gly originat a partir de CO; i unitat C1 71 12+1 8+2 614
Pep originat a partir de Oaacy: (PepCK) n.d. n.d. n.d. 25
Oaan,; originat a partir de Pep 49+3 42 £12 36+2 n.d.

*Dades extretes de [26].Resultats de I’analisi METAFoR on es mostren els origens dels metabalits intermediaris
durant el creixement de P. pastoris amb substrats mixtes comparats amb aquells on s’utilitza glucosa com Unica font
de carboni, n.d. (no determinat). Els fluxos utilitzat per el calcul MFA son ressaltats en negreta.

L’impacte de I’expressié de Rol en el metabolisme de P. pastoris pot ser tanmateix avaluat per
els resultats de les relacions de fluxos mostrades en la Taula 5, reflexa un limitat pero
significatiu efecte en la secreci6 de Rol en la via d’assimilacié de metanol, particularment en el
cas de la soca Rol_2. La contribucio relativa d’aquesta via a la formaci6 de Pep disminueix a
mesura que la produccié de proteina augmenta, suggerint que una quantitat més elevada de
metanol assimilat és directament oxidat cap a la formacié de CO,, amb la consequent formacid
de 2 mol de NADH per mol de metanol.

D’altra banda, I’analisi de flux metabolic desenvolupada en aquest estudi ens permet identificar
petits pero significatius canvis en el flux a través del metabolisme central (Figura 2). Tenint en
compte que els valors d’entrada de glucosa foren més elevats en les soques productores els
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valors dels fluxos glicolitics seguiren la mateixa tendéncia, comparat amb la soca control. A
més, el flux procedent de la via de les pentoses cap a I’assimilacié de metanol fou decreixent a
mesura que la produccié de proteina incrementava, consistent amb la disminucié de metanol
assimilat cap a la producci6 de gliceraldehid-3-fosfat (GA3P), particularment per al cas de la
soca Rol_2 (Figura 2.). Notablement, encara que el rendiment de biomassa per a les soques
productores fou d’alguna forma inferior comparat amb la soca control (efecte el qual es reflexa
en la disminucio de flux cap a la formacid de biomassa) el flux calculat a traves de la via de les
pentoses sembla ser per totes les soques molt similar. Ja que es podria esperar una certa
correlaci6 entre el rendiment de biomassa i I’activitat de les pentoses [37], aquest efecte podria
ser degut a un efecte en I’increment de demanda de equivalents de reduccié (NADH) per generar
glutationa reduida (GSH) en el reticle endoplasmatic (ER), considerada com el donador
d’electrons durant el procés oxidatiu de plegament de proteines [38][39]. Resulta interessat el fet
que el procés de desassimilacio directa de metanol cap a CO, implica un pas oxidatiu utilitzant la
GSH com a acceptor d’electrons.

Un altra evidencia ocasionada per la carrega metabolica, derivada de la expressio de Rol fou
indicada amb un increment significatiu del flux relatiu a través del TCA en les soques
productores de Rol. A més, una tendencia a I’increment de flux cap a la via de desassimilacié de
metanol fou observada en les soques productores de Rol comparat amb la soca control. Coherent
amb aquesta observaci, la produccié de CO, fou incrementada igual que el quocient respiratori
(RQ) (Taula 1) el que sembla reflectir un significatiu increment en la generacié de NADH i
probablement en la producci6 de ATP. Aquest fet suggeriria que la carga metabolica ocasionada
per la secrecié de Rol esta compensada per un augment en la producci6é d’energia. Aixi dons, les
soques productores de Rol aparenten un major requeriment energetic associat al manteniment
comparat amb la soca control. Tal i com s’ha comentat anteriorment, els nivells de produccié de
Rol obtinguts son relativament moderats, llavors la correlacié observada entre la secrecio
especifica de Rol i els valors de regeneracié de NADH obtinguts ens proporcionen una evidencia
indirecta en la carrega metabolica associada amb el plegament de proteines i I’estrés
conformacional.
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Entrada Metanol [mmol (gCDW-h)-1]

Entrada Glucosa [mmol (gCDW-h)-]

Soca Soca
Met (E) X33 Control| 1.15 Glc (E) X33 -Control| 0.76
i Rol-1 1.24 I Rol-1 0.85
151 2101 Rol-2 1.29 100 234 Rol-2 0.87
142 +8.2 100 +£3.1 13 +19
+
142 +7.4 100 +1.2 57 +3.8 —» Rul5P 12 +1.4
, 53 +5.0
i 13 +2.1
¥ I 48 +6.4
v 44 £2.1
Met 41 +4.4
<:, G'ICGP 35 +38
gé f;g 27 %02 v
XulsP +—10 17’5 33 +45 XulsP RSP
%0, + H,0 37 £6.3 3 £1.9 g
119 +7.8 7 21
FORM ~1-1 154 +g86( ~ "> €O, 7 +14
126 +7.8 FruéP E4P
! 8 £19
30 +33
42 +2.8 8 +1.9 9 +14
Y 9 +14 10 +2.1
48 +2.1
82 £25 s 10 +2.1
26 +2.3 4 1
DHA GA3P,, — 118 +15 > GA3R > S7P
32 +25
26 +2.3 130 +5.0
18 +15 143 +57
139 +3.0
10 =04
Pyr ————— 17 0.8 ————p ACCoA
g 20 +0.3
26 +1.1
29 £1.2
25 0.3 52 +4.6
68 *4.7
63 +3.0
ACCoA &
Eel
c —
-Q o
S 3
52 +4.6 2|8
67 +4.7 2|0
62 *3.0
OAA \4
/ g CIT
30 *4.9 50 *4.6
48 +4.7 66 +4.7
48 +3.0 62 +3.0
MAL 0KG
\ 30 +4.9 / <‘ ’
48 +47
48 +3.0
435 £17.0 577 +25
g ————— 387 £135 |----» BIOMASSA NAD --__-/698 +26 -4 NADH
388 £4.8 669 *23

Figura 2. Distribucions de flux metabolic en P. pastoris en les diferents soques d’estudi durant el creixement

amb substrat mixtes glu

cosa/metanol.

Distribucions de fluxos en Pastoris. El primer valor correspon a X-33 Control, el valor central correspon a la soca
Rol_1 mentre que el valor final correspon a la soca Rol_2. Tots els fluxos estan normalitzats per la corresponent
entrada de glucosa al sistema. Activitats de I’enzim malic i el cicle del glioxilat foren negligibles d’acord amb les
bases de I’analisi METAFOR.
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Resulta interessant que el treball publicat per Heyland [11] observa un efecte similar en la
distribuci6 de fluxos global durant el seu treball. Un augment de flux a través del TCA de 1.1
mmol gocw.h™ en la soca productora comparat amb un 0.7 mmol gocw.h™ de la soca control amb
P. pastoris produint una proteina recombinant intracel-lular en cultius discontinus a una velocitat
de creixement de 0.12h™. D’altra banda, a un estudi recent publicat per el mateix grup [36], una
série de soques de P. pastoris expressant diferents nivells de proteina recombinant i creixent de
forma exponencial en erlenmeyers (a maxima velocitat de creixement) es varen comparar
revelant un increment en el flux relatiu en I’activitat del TCA a les soques productores
comparades amb la soca control, mentre que I’activitat absoluta del TCA roman constant amb un
valor de 2.1 + 0.1 mmol gocw.h™ per totes les soques. Aquest fet suggereix un limit superior
d’activitat per al cicle dels acids tri carboxilics, postulant que les cél-lules no tenen la capacitat
de catabolitzar la suficient quantitat de carboni a traves del TCA per generar I’energia necessaria
derivada de la sobreproduccio6 de proteina recombinant. En aquest estudi, el valor de la activitat
del TCA fou de 0.39 + 0.03 mmol gpcw.h™, 0.55 + 0.03 mmol gpcw.h™ i 0.57 + 0.04 [mol
gocw.h™ per la soca control, Rol_1 i Rol_2 respectivament, clarament inferior al maxim valor
hipotetic calculat per el TCA en P. pastoris sota condicions aerobiques amb glucosa com a font
de carboni.

Tenint en compte aquesta premissa, en el present treball existeix un increment significatiu en el
flux absolut a través del cicle en les soques productores de Rol, aixi dons, sembla coherent
I’afirmacié de que no existeixen limitacions energetiques en aquest nivell de produccié amb
substrats mixtes. De fet, la co-assimilacié de metanol com a substrat auxiliar podria ser el
mecanisme per el qual I’increment d’energia és compensada durant el procés de sintesis de
proteina recombinat.

Conclusions

Com a resultat d’aquest capitol, la metodologia MFA basada en restriccions *C mitjancant
ressonancia magnetica nuclear ‘NMR’ a estat estesa al metabolisme del metanol, permeten aixi
un analisis metabolic de soques de P. pastoris recombinant sota condicions de creixement amb
substrats mixtes. Aquesta metodologia, ens permet la quantificacidé addicional de requeriments
energetics derivat de I’adaptacio de les cel-lules a I’estrés ocasionat per la secrecié d’una
proteina recombinant. S’ha de remarcar que encara que limitat, hem observat un impacte en el
metabolisme energétic fins i tot per a nivells de secrecio relativament petits quant es comparen
les dues soques productores, suggerint que el plegament de proteines i I’estres conformacional
imposen una carrega extra en el metabolisme central. Per tant, aquesta carrega metabolica és un
punt de partida important per futurs estudis en la produccié de proteina recombinant en llevats
metilotrofics. Les diferents estrategies a emprar podrien tenir en compte I’Enginyeria genética de
soques amb requeriments energétics amb un manteniment menor o el disseny de millores en els
mecanismes de cultiu.

D’altra banda, les diferencies metaboliques observades entre les dues soques productores Rol_1 i
Rol_2 no foren estadisticament significatives, suggerint que son necessaries diferencies més
acusades en els nivells d’expressio/secrecio per detectar un impacte en el metabolisme central.
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Finalment el metanol sembla mostrar un paper fonamental com a substrat auxiliar per compensar
els increments de demanda energética derivats de la secrecid de proteina aixi com afavorint
I’adaptacié a nous requeriments. Aquesta observacié podria ser una explicacié de per qué la
utilitzacio de substrats mixtes com estratégia d’alimentacié potencien la productivitat i redueixen
la carga metabolica en P. pastoris.
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Apendix

1.1Model metabolic utilitzat pel calcul de fluxos.
Assimilacié de Metanol

Metl. Met => FORM

Met2. FORM => FOR + NADH

Met3. FOR => NADH + CO,

Met4. Xul5P + FORM + ATP => ADP + GA3P, + DHA
Met5. GA3Pyer => GA3P

Met6. DHA => GA3P

Vies Glicolitiques i Gluconeogéniques

empl. GLC + ATP => Glu6P + ADP

emp2. Glu6P <=> Fru6P

emp3. FruéP + ATP => 2GA3P + ADP

emp4. 2 GA3P => Fru6P +Pi

emp5. GA3P + ADP + Pi => PG3 + ATP + NADH
emp6. PG3 + ATP + NADH => GA3P + ADP + Pi
emp7. PG3 <=> Pep

emp8. Pep + ADP => Pyr + ATP

emp9. Pyr => ACCoAi: + CO, + NADHpit
emp10. Pyr => ACCoA.: +CO, + NADH,

empll. Pyr + CO, + ADP => Oaa + ATP

Via de les Pentoses fosfat

pppl. GIlu6P + 2NADP => Rul5P + 2 NADPH + CO;
ppp2. Rul5P <=> R5P

ppp3. Rul5P <=> Xul5P

ppp4. R5P + Xul5P <=> S7P + GA3P

ppp5. S7P + GA3P <=> Fru6P + E4P

pppP6. Xul5P + E4P <=> Fru6P + GA3P

Cicle dels Acids tri carboxilics

tcal. ACCoAi: + Oaa=>CIT

tca2. CIT=>ICIT

tca3. ICIT => aKG + CO; + NADHpit
tcad. aKG => SUCCoA + CO, + NADH it
tcab. SUCCOoA + Pi + ADP => SUC + ATP
tca6. SUC + ATP => SUCCoA + ADP + Pi
tca7. SUC => FUM + FADH,

tca8. FUM <=> MAL

tca9. MAL => Oaa + NADH it

Biosintesis dels diferents aminoacids
Familia de la Serina
1. PG3+ Glu=>Ser+ aKG + NADH +Pi

Ser + THF => Gly + MetTHF
3. Ser+ ACCoA + H,S => Cys

N

Familia de I’Alanina
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Pyr + NADPH => Ala + NADP

Pyr + Glu => aKG

2 Pyr + NADPH,; => Kval + CO,

Kval + Glu => Val + aKG

Kval + ACCoAit + Glu => Leu + oKG + NADH + CO,

oONOo O A

Familia de I’ Histidina

9. R5P + ATP => PRPP + AMP
10. PRPP + ATP + GIn => His + aKG + Pi + 2 NADH

Familia de I’ Aspartat

11. Oaa + Glu => Asp + aKG

12. Asp + GIn + ATP => Asn + Glu + AMP

13. Asp + ATP + 2 NADPH => Ser + ADP + Pi

14. Thr + NADPHyit + Glu + Pyr => lle + aKG + NH, + CO;,
15. ACCoA + Ser + H,S + MTHF => Met + THF

Familia de compostos Aromatics

16. 2 Pep + E4P + ATP + NADPH => CHOR + ADP + 4 Pi

17. CHOR + Glu => Phe + aKG + CO;,

18. CHOR + Glu => Tyr + aKG + NADH + CO,

19. CHOR + GIn + PRPP + Ser => Trp + Glu + Pyr + GA3P + CO2

Familia del Glutamat

20. aKG +NH4 + NADPH => Glu

21. Glu + ATP + NH, => GIn + ADP + Pi

22. Glu + ATP + 2 NADPH => Pro + ADP + Pi

23. GIn + CO, + 2 ATP =>CaP + Glu + 2 ADP + Pi

24. Glu + ACCoA + 4 ATP + NADPHq,i: + CaP + Asp => Arg + aKG + 4 ADP + FUM + 5 Pi
25. 2 Glu + ACCoA + 3 ATP + 2 NADPH it => Lys + aKG + CO, + 2 NADH

Biosintesis i interconvercié de unitats d’un carboni

26. DHF + NADPH => THF
27. Gly + THF => MetTHF + NH4, + NADH + CO,
28. MetTHF + NADH => THF

Reaccions de transport utilitzades

29. CO, =>exp

30. imp => CO,

31. imp => NH,

32. NH4 =>exp

33. imp => Pi

34. Pi=>exp

35. NAD => NADH it
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Sintesis de biomassa

36.

Sintesis de Proteina

X-33 Soca Control

0.1488 Pyr + 0.00725 R5P + 0.0147 E4P + 0.0633 aKGpit + 0.044 Oaami + 0.0137 ACCoA: =>

1 C-mol Proteina + 0.004 GA3P + 0.0448 CO,

37.

38.

39.

40.

41.

X-33Rol 1

0.1419 Pyr + 0.0068 R5P + 0.014 E4P + 0.0419 Oaani: + 0.0681 aKG + 0.0136 ACCoA:=>1
C-mol Proteina + 0.0029 GA3P + 0.0445 CO,

X-33 Rol 2

0.1491 Pyr + 0.00699 R5P + 0.0153 E4P + 0.044 Oaani + 0.062 aKG + 0.01454 ACCoA=> 1
C-mol Proteina + 0.0031 GA3P + 0.0502 CO,

Sintesis de Carbohidrats
0.113 Glu6P + 0.053 Fru6P => 1 C-mol Carbohidrat

Sintesis de Lipids ( Composici6 derivada de la fraccié de lipid mig proposada en [26])

0.002 Glu6P + 0.0055 Pyr + 0.011 GA3P + 0.006 CO; + 0.039 ACCoAn: + 0.441 ACCOAy:+
0.065 O,=> 1 C-mol Lipid

Sintesis de RNA (Composicio derivada de la proposada per Stephanopoulos [40]
0.056 Pyr + 0.1136 CO, + 0.105 R5P + 0.0479 Oaani; => 1 C-mol RNA

Sintesis de DNA (composicio derivada de la publicada en [4])
0.051 Pyr + 0.132 CO; + 0.102 R5P + 0.051 Oaamit => 1 C-mol DNA

Sintesis de proteina recombinant ‘ROL’

42.

0.171 Pyr + 0.0067 R5P + 0.022 E4P + 0.0472 Oaani + 0.0454 oKG + 0.0112 ACCoA.:=> 1 C-
mol Proteina + 0.0022 GA3P + 0.0689 CO,

Apéndix 2

2.1 Restriccions de fluxos considerades en el sistema metabolic plantejat, tenint en compte les reaccions
descrites en I’apendix 1.

2.1.1 Fracci6 de Pep originaria a través de I’assimilacié de metanol.

2 empd
i Fy. Al

4TI ernpd + 2 - empd + pmpd — ppph

2.1.2 Fracci6 de Pep originaria a través de la via de les Pentoses fosfat.

pRpd 2 - pppd + 3 pppi

~3 cernp 3+ pEed — pppi 4+ 2 - erpd
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2.1.3 Fracci6 de Oaap;; originaria a través de Pyrg;;

errpll

= Ly A3
ST s+ ernpll 4

2.2. Equacions lineals obtingudes a partir de les restriccions de fluxos anteriorment formulades.
f. (1 al-2-empd Z2-a-empd a-wpopd a-ppeb Ea. A4
Ay (L hl-pepd | 2-pppd L-2-ampd B2 -empd | pppa- (3K Egq A3

f- (1 cl-empll ioa% En. Ao

Apéndix 3

3.1 Composicié aminoacidica de les diferents soques de P. pastoris

80 % Glucosa 20 % Metanol 100 % Glucosa

% mol/mol X-33 Control ROL 1 ROL 2 X-33*  S. cerevisiae**

Arg 8.15 7.67 6.45 7.04 3.86
Asp 9.25 9.48 10.05 8.78 9.28
Thr 6.15 6.06 6.46 5.88 5.57
Ser 6.34 6.32 6.82 6.26 5.33
Glu 15.76 15.44 13.23 17.81 15.48
Pro 4.2 4.0 3.92 3.83 4.22
Gly 7.80 7.53 7.86 6.86 8.89
Ala 11.14 9.41 9.36 10.40 9.77
Val 6.81 6.67 6.54 5.88 7.33
Cys 0.17 0.19 0.13 0.15 0.14
Met 0.78 0.75 0.62 0.79 1.14
lle 4.49 4.49 4.69 4.64 5.89
Leu 7.50 7.45 8.34 6.96 8.01
Tyr 2.28 2.19 2.51 2.16 1.96
Phe 3.44 3.31 3.61 3.20 3.76
Orn 0.68 0.32 0.26 1.04 0.24
Lys 6.77 6.77 7.21 6.41 6.57
His 2.10 1.94 1.95 1.89 1.93
Trp 1.00 1.00 1.00 1.40 1.96

*Dades extretes de [26]; **Dades extretes de [41]
Composicié aminoacidica de tot I’extracte cel-lular per a les soques de P. pastoris en aquest estudi. Les dades
representen el percentatge de cada aminoéacid en el pool total d’aminoacids. La desviacio estandard del métode
analitic fou entre el 3-5%.
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Apéndix 4

4.1 Abundancies relatives dels fragments de carboni intactes C2 i C3 dels aminoacids proteinogénics

4.1.1 Primera series d’experiments amb marcatge **C

Soques Experiments 1

X-33 control X-33ROL_1 X-33ROL_2
Atom C O i@ 29 i® 0 @ 29 f® 0 @ 29 f®
Ala-Ca. 0.224 0.153 0.104 0.518 0.211 0.148 0.069 0.572 0.23 0.137 0.072 0.561
Ala-Cp 0.356 0.644 - - 0.31 0.69 - - 0.313 0.687 - -
Arg-Cp 0.673 0.327 - 0 0.646 0.36 - 0 0.723 0.254 - 0
Arg-Cod 0.401 0.599 - - 0.329 0.671 - - 0.315 0.685 - -
Asp-Ca 0.46 0.146 0.272 0.133 0.41 0.156 0.289 0.146 0.445 0.125 0.291 0.14
Asp-Cf 0.502 0.224 0.204 0.070 0.429 0.227 0.254 0.09 0.465 0.183 0.278 0.07
Glu-Ca. 0.459 0.208 0.252 0.08 0.468 0.192 0.303 0.036 0.459 0.189 0.279 0.073
Glu-Cp 0.729 0.271 - 0 0.67 0.329 - 0 0.736 0.34 - 0
Glu-Cy 0.389 0 0611 O 0.289 0.009 0.701 O 0288 0 0721 O
Gly-Ca 0.465 0.535 - - 045 0.55 - - 0.42 0.58 - -
His-Ca. 0.174 0.077 0.074 0.674 0.19 0.045 0.036 0.728 0.224 0 0.065 0.739
His-Cp 0.371 0.449 0 0.181  0.259 0.439 0.001 0.301 0.352 0492 O 0.19
His-C3° 0571 0429 - - 0508 0.492 - - 0538 0.462 - -
lle-Ca 0.623 0 0377 O 0572 0 0428 O 0.604 O 0.4 0
lle-Cy' 0733 0267 - 0 0574 0.354 - 0 0.734 0302 - 0
lle-Cy? 0.425 0.575 - - 0.313 0.687 - - 0.33 0.67 - -
lle-Cd 0.761 0.239 - - 0.66 0.34 - - 0.763 0.237 - -
Leu-Ca 0.405 0 0.595 0349 0 0.651 0365 0 0.625
Leu-Cp 1 0 - 0.895 0.105 - 1 0 -
Leu-Cd' 0435 0565 - - 037 063 - - 035 065 - -
Leu-C&° 1 0 - - 0.982 0018 - - 1 0 - -
Lys-Ca 0.366 0 0634 O 0366 0 0633 0 0319 0 0.681 0
Lys-Cp 0.754 0.145 - - 0.7 0.294 - - 0.769 0.227 - -
Lys-Cy 0.719 0.281 - - 0.689 0.308 - - 0.741 0.259 - -
Lys-Cd 0.411 0.589 - - 0.32 0.68 - - 0.306 0.694 - -
Lys-Ce 0.402 0.598 - - 0.328 0.672 - - 0.329 0.671 - -
Met-Ca 0.414 0.177 0.227 0.181 0.424 0.126 0.243 0.207 0.382 0.161 0.281 0.176
Phe-Ca. 0.265 0.16 0.123 0.451 0.228 0.138 0.073 0.562 0.267 0.118 0.032 0.582
Phe-Cp 0.382 0.618 0 0 0.305 0.695 O 0 0.276 0.724 0 0
Pro-Ca. 0.492 0.202 0.241 0.065 0.391 0.207 0.286 0.117 0.448 0.195 0.289 0.067
Pro-Cp 0.626 0.352 - 0.021 0.48 0.373 - 0.147 0.708 0.237 - 0.055
Pro-Cy 0.407 0.593 - 0 0.302 0.664 - 0.034 0.312 0.688 - 0
Pro-Cd 0.4 0.6 - - 0.324 0.676 - - 0.309 0.691 - -
Ser-Ca 0.328 0.094 0.265 0.313 0.271 0.101 0.24 0.388 0.285 0.075 0.241 0.399
Ser-Cp 0.628 0.372 - - 0.546 0.454 - - 0 1 - -
Thr-Co 0.48 0.155 0.242 0.123 0.417 0.162 0.28 0.142 0.478 0.129 0.26 0.134
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Thr-Cp 0.461 0.314 0.155 0.07 0.387 0.378 0.133 0.102  0.448 0.339 0.163 0.04

Thr-Cy> 0689 0311 - - 0622 0378 - - 063 037 - -
Tyr-Ca. 0256 0.152 0.136 0.456 0.229 0139 0.104 0528 026 0.116 0.051 0573
Tyr-CB 0402 0598 - - 0.302 0.698 - - 0318 0682 - -
Tyr-Co* 0336 0.664 - 0 0281 0719 - O 028 0721 - 0

Tyr-Ce* 056 0.07 0.108 0.256 0.519 0.062 0.13 0.289 0.519 0.047 0.108 0.325
Val-Ca 0435 0 0565 O 0365 0 0623 0011 0373 0 0627 O

Val-Cy'  0.428 0572 - - 099 0 - - 0.315 0.685 - -
Val-Cy’ 1 0 - - 0.937 0.062 - - 0.992 0.008 - -

En la primera columna es reflexa el carboni en el qual I’estructura **C es observada. Tots els valors-f foren calculats
de la forma descrita per [19] per cultius en continu de P. pastoris a una [J=0.09h™ en barreges de glucosa:metanol.
Comentar que per els carbonis terminals els valors de £ i f* no son identificables, mentre que en el cas on el valor
) no s’observa per un carboni situat al mig d’una cadena carbonatada, es degut a que la constant d’acoblament
dels dos doblets diferents es practicament igual.

4.1.2 Segona série d’experiments de marcatge *C

Soques Experiments 2

X-33 control X-33ROL_1 X-33ROL_2
Atom C 0 @ 29 i3 0 @ 29 i3 0 i@ 29 i3
Ala-Co.  0.241 0.205 0.099 0.456 0.237 0.186 0.07 0.507 0.261 0.156 0.051 0.532
Ala-Cf 0.333 0.667 - - 0.334 0.666 - - 0.342 0.658 - -
Arg-Cp 0.656 0.335 - 0 0.666 0.304 - 0 0.657 0.318 - 0.025
Arg-Cd 0.403 0.597 - - 0.378 0.622 - - 0.372 0.628 - -

Asp-Ca 0.464 0.167 0.23 0.139  0.404 0.161 0.278 0.157  0.483 0.108 0.274 0.135
Asp-Cf  0.449 0.234 0.254 0.063  0.379 0.256 0.271 0.094  0.494 0.164 0.267 0.075
Glu-Ca 0.420 0.247 0.258 0.075  0.388 0.233 0.276 0.103  0.501 0.173 0.274 0.052

Glu-Cp 0.646 0.354 - 0 0.636 0.364 - 0 0.772 0.229 - 0
Glu-Cy 0345 0 0646 0 0325 0 0665 O 0368 0 0.632 0
Gly-Ca 0433 0.567 - - 0.434 0.566 - - 0.447 0.553 - -

His-Co.  0.184 0.054 0.073 0.690  0.191 0.049 0.080 0.68 0.245 0.016 0.062 0.677
His-Cf 0.263 0451 0 0.286 0306 0426 0 0.268 0.329 0.465 0 0.205

His-C&® 0.554 0.446 - - 0.637 0.363 - - 0.587 0.413 - -
lle-Co. 0598 0 0402 O 0582 0 0418 - 0604 0 0.396 0
lle-Cy" 0708 0257 - 0 0.658 0.295 - 0 0.699 0.301 - 0
lle-Cy> 0.401 0599 - - 0.335 0.665 - - 0.351 0.649 - -
lle-CO 0.744 0.256 - - 0.713 0.287 - - 0.694 0.306 - -
Leu-Co 0401 0 0599 O 0369 0 0631 O 0384 0 0.616 0
Leu-CB 0.94 0.027 - 0.033 0.99 0 - 0.01 0.99 0 - 0.01
Leu-Cd' 0.449 0551 - - 0.361 0.639 - - 0.381 0.619 - -
Leu-Cd* 0.981 0.019 - - 0.927 0.073 - - 1 0 - -
Lys-Ca 0.314 0.024 0.662 0 0384 0 0592 0024 0366 O 0.634
Lys-CB 0.682 0.273 - 0045 0.385 0593 - 0.022 0.756 0.199 - 0.018
Lys-Cy 0.654 0.305 - 0.041 0.649 0317 - 0.034 0.71 0.29 - 0
Lys-Céd 0.397 0.603 - - 0.362 0.044 0594 0 0.37 0.017 0.613 -
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Lys-Ce 0.401 0599 - - 037 063 - - 0.373 0.627 - -
Met-Ca. 0.403 0.119 0.256 0.222 043 0.128 0.243 0.199  0.45 0.098 0.291 0.162
Phe-Co. 0237 0.162 0.143 0.458  0.257 0.129 0.105 051 0282 011 0.067 054
Phe-Cp 0.378 0.622 0 0 0.338 0662 0 0 0.351 0.649 0 0
Pro-Co.  0.498 0.236 0.216 0.050  0.437 0.206 0.248 0.135  0.499 0.166 0.262 0.074
Pro-CB 0668 033 - 0002 0.656 0344 - 0 0.744 0.256 - 0
Pro-Cy 0.408 0592 - 0 0.372 0617 - 0011 0374 0616 - 0
Pro-Cd 0.405 0595 - - 0.367 0.633 - - 0.377 0.623 - -
Ser-Ca.  0.274 0.116 0.254 0.356  0.268 0.094 0.262 0.376  0.333 0.072 0.236 0.352
Ser-Cf 0559 0.441 - - 0.557 0.443 - - 0.586 0414 - -
Thr-Ca. 0471 0.142 0253 0.135 0.443 0.176 0.238 0.143 0502 0.116 0271 0.1
Thr-Cp  0.449 0.156 033 0.066 0409 035 0.15 0.091 0489 0.306 0.146 0.059
Thr-Cy* 0.654 0.346 - - 0.582 0418 - - 0.673 0327 - -
Tyr-Ca 0.236 0.177 0.134 0452 022 0.145 0.093 0.542 0.288 0.12 0.0721 0521
Tyr-Cp  0.394 0.606 0 0 036 064 0 0 0.347 0653 0 0
Tyr-Co* 0.339 0.661 - 0 0.259 0672 - 004 0309 0691 - 0
Tyr-Ce* 0.469 0.071 0.139 0.321 0523 0.056 0.136 0.285 0.586 0.03 0.107 0.277
Val-Co 0415 0 0585 0 0384 0 0616 0 0393 0 0607 O
Val-Cy! 0405 0595 - - 0.374 0626 - - 0.408 0592 - -
Val-Cy* 0.947 0.053 - - 1 0 - - 0.978 0.022 - -

En la primera columna es reflexa el carboni en el qual I’estructura *3C es observada. Tots els valors-f foren calculats
de la forma descrita per [19] per cultius en continu de P. pastoris a una [J=0.09h™ en barreges de glucosa:metanol.
Comentar que per els carbonis terminals els valors de £ i f% no son identificables, mentre que en el cas on el valor
) no s’observa per un carboni situat al mig d’una cadena carbonatada, es degut a que la constant d’acoblament
dels dos doblets diferents es practicament igual.
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Capitol 4

Introduccio

En estudis previs portats a terme en aquest grup de recerca [1], es va fer servir la tecnica
coneguda com marcatge fraccional biosintéticament dirigit (BDF) d’aminoacids proteics amb la
finalitat d’investigar el possible efecte ocasionat durant la producci6 d’una proteina recombinant
el subministrament de diferents concentracions d’una font de carboni mixta de glicerina/metanol
a dues velocitats d’alimentacio. Tot i que aquest estudi aporta noves perspectives sobre I’impacte
de I’assimilacié simultania d’un compost multi-carbonat juntament amb metanol, la utilitzacio
d’una mescla de carboni C3:C; no va permetre la determinacié de la distribucié de fluxos a
través del metabolisme central utilitzant restriccions derivades del marcatge **C . Per aquest
motiu es va optar finalment per aplicar diferents simplificacions per realitzar els calculs. Aixi
doncs, la determinacié de fluxos metabolics utilitzant I’aproximaci6 tradicional de relacions
entre fluxos (METAFOR)[2] comentada en el capitol anterior no es va poder aplicar donada de la
insuficient informacid de relacions de flux disponibles per la xarxa plantejada, el que deixava el
sistema subdeterminat amb un grau de llibertat.

La utilitzacidé de substrats amb un nombre reduit d’atoms de carboni usualment implica una
disminucio de la possible informacid extreta mitjancant les diferents relacions de flux. En
particular, les equacions desenvolupades al capitol anterior no son tils en aquest estudi
ja que no és possible avaluar la contribucié de la via de les pentoses al metabolisme
central del llevat. En lloc de mirar de derivar una nova relacié amb la finalitat de poder
calcular la distribucié de fluxos metabolics, en aquest capitol es planteja com a
metodologia alternativa el calcul per mitja un ajust global [3]. Aquesta alternativa consta
de la simulacio de les diferents distribucions d’isotopomers juntament amb el calcul de
les mesures esperades de marcatge *3C, ajustant el valor dels diferents fluxos a les
restriccions de marcatge i els diferents fluxos d’entrada i sortida del sistema estudiat.
Aquest calcul fou realitzat utilitzant el programa de simulacié **CFlux2 [4] el qual és una
versié millorada del existent préviament **CFlux [5]. Els diferents ajustos es varen portar
a terme fet servir les mesures dels patrons de marcatge d’aminoacids proteics obtingudes
per experiments en continu amb barreges de glicerina/metanol[1].

A més a més es varen portar a terme nous experiments per tal de determinar la composicio

macromolecular i elemental de la biomassa a cadascuna de les condicions estudiades per tal de

poder realitzar els calculs finals de la forma més acurada possible.
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Materials i métodes

Soques i condicions de cultiu

Per la realitzacié d’aquest estudi, es va seleccionar la soca X-33 de P. pastoris expressant una
proteina heterdloga de Rhyzhopus oryzae (Rol) sota el control transcripcional del promotor
AOX1 [6]. Tots els experiments en continu realitzats foren alimentats amb medi minim, definit
préviament en capitols anteriors [7]. Les diferents relacions de concentracions utilitzades foren
80-20, 60-40 i 40-60 en pes/pes de glicerina/metanol respectivament amb una suma total de font
de carboni de 10 g.

Les condicions de cultiu utilitzades foren les descrites préviament en [1]. Breument, el volum de
treball utilitzat fou 1L en un bio-reactor (Applikon Biotechnology) de 3L de volum total operant
a 30°C amb una concentraci6é d’oxigen dissolt superior al 15% per tots els cultius mantinguda per
mitja d’un cabal d’aire d’1 vvm. El valor del pH fou constant a 5.5 controlat amb I’addici6 de
KOH 1M. Totes tres combinacions de glicerina/metanol foren realitzades a dues velocitats
d’alimentacié 0.05h™ i 0.16h™, per sota de la velocitat especifica maxima de creixement per P.
pastoris amb metanol o glicerina com Unica font de carboni [8]. La sortida de gasos del
bioreactor fou analitzada de la forma descrita en el capitol anterior.

Procediments analitics

Tots els procediments analitics per la determinaci6 de la composici6 de biomassa i la
concentracio de metabolits extracel-lulars foren realitzats tal i com s’explica en el capitol 2
Analisis de Biomassa. Tanmateix, tot el procediment de marcatge fraccional dirigit [1] és realitza
de la forma descrita en el capitol anterior a I’apartat de Marcatge Fraccional Biosintéticament
Dirigit amb **C.

Analisis de fluxos metabolics mitjancant marcatge fraccional **C

Lanalisi de distribuci6 de fluxos metabolics amb restriccions **C fou realitzat utilitzant el model
metabolic anteriorment descrit (capitol 3) amb petites modificacions tenint en compte la font de
carboni utilitzada en aquest estudi (Apéndix 1.1). totes les reaccions proposades en el model
plantejat foren contrastades amb les vies biosintetiques proposades per P. pastoris [9]. Per al
calcul de tots els fluxos intracel-lulars, es va fer servir com a restriccio les mesures extracel-lulars
(entrades i sortides del sistema, produccio de biomassa i formacié d’arabitol) juntament amb els
valors obtinguts per les diferents intensitats relatives dels aminoacids proteics mitjancant
metodologia NMR [1]. Aixi doncs, la distribucié global de fluxos metabolics és realitza
mitjancant un ajust iteratiu utilitzant el programa de simulacié6 *C Flux2 [4]. Breument,
I’estructura de calcul aplicada per el programa és representa en la Figura 1. on s’observen tres
vies de calcul per realitzar I’ajust final. Un cop construit el model d’acord amb les
especificacions necessaries pel programa és realitza un pas de revisié sintactica, per detectar tots
els errors tipografics del model. Seguidament s’utilitza una de les tres instruccions depenent del
coneixement del nostre sistema i de la fiabilitat de les dades introduides. Si utilitzem “fwdsim”
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es fan servir els valors assignats a les variables Iliures per calcular la resta de variables sense
optimitzaci6. Si utilitzem “sscanner” significa que no estem segurs del valor assignat a les
variables lliures del model i desitgem que el programa ens faciliti un possible conjunt de valors
per les variables que hem definit com a lliures i tambeé ens indiqui si aquestes son les més adients
per resoldre el model plantejat. Finalment, si utilitzem la instruccié “ssampler” significa que al
igual que en la instruccidé anterior no sabem el valor de les variables lliures , ara bé aquesta
instrucci6 et dona un conjunt aleatori de valors de partida per comencar el procés d’iteracio de
les variables que nosaltres hem definit com a lliures. A continuacié es realitza la instruccio
“fitfluxes” la qual optimitza el valors dels fluxos per tal d’ajustar les intensitats relatives
calculades (valors- f) a les introduides com a variable mesurada en el model. Finalment,
mitjancant la instruccio “fwdsim —s” el programa simula per Gltima vegada el model amb tots els
parametres optimitzats juntament amb els seus errors pertinents.

Com a error experimental de les intensitats relatives mesurades s’utilitza un error absolut del 3%.
D’acord amb la metodologia de calcul anteriorment comentada es realitzaren 1000 iteracions
utilitzant diferents conjunts aleatoris de valors inicials per la determinacio final dels fluxos, per
tal de minimitzar la possibilitat que la solucid final fos un minim local. El valor final de la
distribucio de flux seleccionada fou aquella que presenta un residual menor verificant que no fos
possible una altra distribucié alternativa amb el mateix residual amb una confianca del 5%.
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FluxML file:
model.fml

Set-up of free fluxes with
a texteditor, for example:
~» vim model.fml la—
- prews | 10 add free Nuxes

- pross Esc
= wyl to save file and quit vim

f l f
| |
_______ 1 Il
i Check syntax of the

FluxML file:
fmllint -i model.fml

Determination of the analytical center of the
feasible Mlux space (feasible initial Mluxes):

sscanner -i model.fml -0 model_new.fml

¥ Simulation of the model:

|

!

1

fwdsim -i model.fml -0 sim.fwd |
( -H simulation.hdf5) :
; |

£ 4 =

1
Determination of several random Initial values
(feasible initial fluxes):

ssampler i model.fml -0 model_samp.hdf5 -

View
simulation resulls:

vim sim.fwd

or
hSdump sim.hdfs
Save simulation file View sets of free fluxes:

In a text file; h5dump model_samp.hdf5
h5dump sim. hdf5
> sim.txt

Patch the detarmined free fluxes in a FluxML file:
setfluxes -H model_samp.hdf5 -i model.fml -0 model_new.fml -f

Eslimate model parameters (flux distribution):
fitfluxes -i model_new.fml -0 model_opt.fwd
Save the optimized model in a new FluxML file:
I setfluxes - F model_opt.fwd -i model_new.fml -o model_opt.fml -f
vim model_opt.fmi/fwd v

t Simulation of the optimized model to get further information:
fwdsim -i model_opt.fml -0 sim_opt.fwd -s (-H sim_opt.hdf5)

! e ¥ k4
~ ) Export the optimized simulation
View tr?e simulation E as text file: oth licats
results: § er applications
; Omix, etc.)
i h5dump sim_opt.hdf5 ( :
h5dump sim_opt.hdf5 E P -J;, m_opt.tit

Figura 1. Representacié esquematica del funcionament del programa de simulacié *CFlux2. Cadascuna de les
possibles vies de calcul esta representada en un color diferent.
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Calcul de les taxes de regeneracié de NADH i requeriments energétics

El calcul de la generacié de poder reductor fou realitzada a partir del valors dels fluxos calculats
tal i com es descriu en el capitol anterior. Seguint la mateixa premissa mencionada en el capitol 3
es porta a terme un balan¢ global d’electrons sense distingir el tipus de transportador (NADH o
NADPH) incloent també un pas que representa la transferéncia dels electrons sobrants al oxigen
(cadena respiratoria). Aquesta aproximacio és equivalent a assumir que la totalitat del NADPH
produit per el sistema fou consumit en reaccions biosintétiques o els seus electrons varen ser
transferits de manera indirecta al NADH, mentre que la resta d’equivalents de reduccio restants
(NADH) foren introduits a la cadena respiratoria per tal de esser reciclats. Aixd permet calcular
un consum teoric d’oxigen per a totes les condicions d’estudi a partir dels fluxos metabdlics
calculats previament. El resultat del valor d’oxigen calculat resulta estar al voltant del 90% del
valor mesurat durant la realitzacio dels experiments. Aquest fet que ens indica que, sota les
condicions experimentals proposades, les variables calculades son altament consistents amb les
obtingudes experimentalment.

Un cop I’activitat de la cadena de transferéncia d’electrons (respiracid) ha estat calculada és
també possible I’estimacié del valor teoric de generacid de I’ATP per part de la cél-lula. Ara bé,
aix0 només és possible si es coneix valor de la relaci6 P/O. En aquest treball un valor mig
ponderat de 1.59 procedent de cadascuna de les relacions P/O calculades per experiments
alimentats amb glicerina (1.6) o metanol (1.58) com a Unica font de carboni (comunicacié
personal del Luis Caspeta) fou utilitzat per realitzar els calculs de requeriments energetics. Aixi
doncs, el valor d’ATP calculat fou utilitzat com a referéncia per la comparacié amb diferents
resultats observats en la literatura [10] [11]. EI valor del consum energétic per manteniment
cel-lular fou calculat com la diferéncia entre el total produit menys el consumit en les diferents
reaccions biologiques considerades. Els requeriments energetics per la formacié de biomassa
foren calculats de la forma descrita en la literatura [12] [13]. De manera breu, I’ATP necessari
per la construccié de cada component macromolecular (proteines, carbohidrats, lipids, DNA i
RNA) fou ponderat per el contingut mesurat de cada component en la biomassa total. Aixi
doncs, per realitzar el calcul és tingué en compte la majoria de monomers i components en
cadascuna de les fraccions macromoleculars juntament amb qualsevol cost energétic degut a la
polimeritzacio [12]. Per el calcul del cost energétic de la sintesis de proteines es va emprar la
composicié aminoacidica mesurada en aquest treball. D’altra banda per la resta de fraccions
macromoleculars s’utilitza la composicié monomeérica préviament publicada [14] i descrita en el
capitol 2 d’aquest treball. Finalment I’ATP necessari per cada component macromolecular o
sintesis de monomer fou calculada com una suma algebraica del ATP total involucrat en el
procés de sintesis prenent com a punt de partida el primer precursor en la via del metabolisme
central [12].
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Resultats i discussio

Creixement i produccio de proteina recombinant

Actualment no existeixen molts estudis on s’analitzi I’impacte ocasionat en el metabolisme
central del llevat P. pastoris per la produccié de proteina recombinant, concretament en aquells
on el producte desitjat es secretat al medi [15] [7]. Diferents objectius de produccié aixi com la
utilitzacié de diferents combinacions de font de carboni originen una resposta metabolica
diferent. Seguint aquesta premissa la idea principal d’aquest estudi fou I’avaluacié de I’impacte
metabolic ocasionat com a consequencia del subministrament de diferents relacions de
glicerina/metanol conjuntament amb diferents velocitats d’alimentacié en una soca recombinant
de P. pastoris.

Com a continuacié dels experiments realitzats previament en aquest laboratori [1], noves
repliques de cultius aerobics foren realitzades amb I’objectiu principal d’obtenir totes les dades
de composicié de biomassa per tal d’avaluar el consum de substrat per la formacié de biomassa i
la produccié de proteina aixi com per validar les dades macroscopiques obtingudes anteriorment
sota identiques condicions. D’acord amb els experiments realitzats anteriorment, no s’observa
acumulacions de substrat en cap de les condicions d’estudi operant amb la velocitat de
creixement menor. En canvi, durant els experiments amb velocitat de creixement de 0.16h™
glicerina residual fou detectada en el medi, concretament I’experiment amb la relacié mes alta de
glicerina/metanol (80:20) es varen detectar 2 g/l al final de I’experiment. Seguint en la mateixa
linia, es va mesurar un consum reduit de metanol per aquesta relacié de carboni concreta. D’altra
banda, durant els experiments amb les altres dues relacions de carboni (60:40, 40:60
glicerina/metanol) es varen mesurar acumulacions de metanol de 2,6 g/L i 3,9 g/L
respectivament, mentre que les concentracions de glicerina foren molt properes al limit de
deteccio de I’equip. Les velocitats de produccié de CO, i consum de O, per quantitat de
biomassa generada augmenten amb la fraccié de metanol, contrariament al que s’observa amb el
valor de RQ calculat (Taula 3, Apéndix 2).

Taula 1. Composicié de Biomassa en C-mol i macromolecular per a cada condicié avaluada. (A) Férmula
elemental de biomassa i (B) macromolecular per una soca recombinant de P. pastoris sota condicions de creixement
amb diferents mescles de glicerina/metanol. C:N, relacié Carboni Nitrogen; H:O, relacié Hidrogen Oxigen; y grau
de reducci6 de la biomassa.

A
. Férmula C-mol Relacié Relacio
Glicerina/Metanol Biomassa CN H0
80%_20% []=0.16h" C Hy.658 No14000.7150.006 7.1 2.3 4.67
60%_40% []=0.16h" CH3 787N0.14600.701S0.005 6.9 25 4.73
40%_60% [1=0.16h" CHy 34N0.13700.737S0.003 7.3 2.5 4.89
80%_20% []=0.05h™ CH1.682N0.12100.62450.002 8.3 2.7 4.8
60%_40% []=0.05h™ CHy1.89Ng.1370078550.012 7.3 2.4 4.77
40%_60% [1=0.05h" CHu764No 1410065850008 7.1 27 4
80%Glucosa_20%Metanol [0=0.09h™*  CHj 754N0.14200.658S0.004 7.1 2.7 481

* Dades procedents del capitol 2
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Proteina  Carbohidrat  Lipids* RNA DNA

Glicerina/Metanol
pes/pes pes/pes pes/pes pes/pes pes/pes

80%_20% []=0.16h™ 0.39+0.02 0.39+0.03 0.02+0.04 0.069 +0.004 0.002 +7e-4
60%_40% []=0.16h™ 0.42+0.02 0.37 +0.02 0.02+0.03 0.063+0.002 0.002 +1le-4
40%_60% []=0.16h™ 0.37+0.02 0.33+0.01 0.06 +0.03 0.065+0.001 0.002 + le-4

80%_20% []=0.05h™ 0.35+0.03 0.36+0.06 0.09 +0.05 0.051+0.003 0.009 * 4e-3
60%_40% []=0.05h™ 0.38+0.02 0.30+0.01 0.06 +0.03 0.053+0.001 0.002  4e-4
40%_60% []=0.05h™ 0.43 £0.02 0.29 +0.03 0.07 £0.03 0.044 +0.001 0.003 * 7e-4

* Valors calculats

D’altra banda, les quantitats de CO, produit i O, consumit en els experiments a alta velocitat de
creixement foren superiors que els produits amb la menor velocitat. Aquest fet concorda amb la
disminucio observada del rendiment de biomassa respecte el total de font de carboni consumida
per tots els experiments realitzats. A més, durant el transcurs dels experiments replica, es va
mesurar la formacié d’arabitol en els continus a velocitat de creixement alta (0.16h™) (Apéndix
2). Aquest fet, suggereix una possible explicaci6 pel fet de que algunes dades macroscopiques
procedents dels experiments realitzats per A. Sola no complien (dins del marge de I’error
experimental) el balan¢ massic de carboni tal i com és comenta en diferents treballs on s’ utilitzen
dades d’aquest estudi [16][10]. Es dona el cas que quan es varen portar a terme aquells
experiments es desconeixia la possibilitat de producci6é d’arabitol i no es va mesurar,. Per tal
d’intentar resoldre aquesta inconsisténcia, i determinar la quantitat d’arabitol que s’hauria
d’haver produit en aquells experiments, es va aplicar el procediment de reconciliacié de dades en
base a un balang¢ elemental tipus caixa negra, [17]. En aquests la formacié d’arabitol es va
incloure com a producte no mesurat.

Taula 2. Composicié mitjana d’aminoacids de la biomassa per P. pastoris X-33.

Continus a [J= 0.05 h* Continus a [J= 0.16 h™*

Valor Sd Valor Sd

ASX 9.9 0.3 9.1 0.2
THR 6.5 0.03 6.1 0.1
SER 6.4 0.1 6.3 0.1
GLx 13.7 0.6 15.8 0.4
PRO 51 0.2 4.6 0.1
GLY 79 0.3 7.5 0.1
ALA 8.6 0.1 10.2 0.8
VAL 5.7 0.1 55 0.1
CYST 0.4 0.3 0.1 0.01
MET 0.2 0.3 0.01 0.01
ILE 4.5 0.1 4.4 0.1
LEU 7.3 0.2 6.9 0.1
TYR 2.6 0.1 2.1 0.1
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PHE 3.4 0.1 3.2 0.1
LYS 6.6 0.1 6.9 0.1
HIS 2.3 0.3 21 0.1
TRP 1.00 0.01 1.00 0.01
ARG 7.5 0.5 7.5 0.5

Composicio mitjana en aminoacids de la fracci6 proteica de la biomassa per a les diferents relacions de font de
carboni utilitzades glicerina/metanol per les dues taxes de dilucid. Els valors representen el percentatge de cada
aminoacid respecte el total.

Els resultats obtingut ens permeten avaluar la possible producci6 d’arabitol, a la vegada que en
resulta una millora en I’index de consistencia per totes les condicions experimentals d’aquest
estudi. Cal dir que la produccié d’arabitol calculada solament va ser mesurable de ser
significativa durant els experiments a alta velocitat de creixement (0.16h™) i aquest valor
solament és rellevant per als casos de relacions de font de carboni 60:40 i 40:60
glicerina/metanol respectivament, valor del qual representa un 8.9% i un 5.4% del total de font
de carboni consumida (Taula 3). A més a més, tots dos conjunts de dades macroscopiques
(replicats realitzats en aquest estudi i dades experimentals anteriors) foren comparades després
dels diferents procediments de reconciliacié i no es va observar diferéncies significatives entre
els dos conjunts de dades (test t-Student amb 95% nivell de confianca). Aixi doncs, es va
acceptar que la producci6 d’arabitol podria haver tingut lloc en els experiments anteriors de la
mateixa forma que fou produit durant les repliques realitzades durant aquest estudi sota les
mateixes condicions de cultiu.

Des del punt de vista del consum de carboni per la produccié de biomassa, el nou conjunt de
dades obtingut esta d’acord amb els préviament calculats [1] i segueixen la mateixa tendéncia. El
rendiment de biomassa observat (Ys) per les diferents condicions avaluades mostra una
tendencia negativa a mesura que la relacié glicerina/metanol es redueix (Taula 3). El valor de
rendiment mig per substrat consumit és més alt a alta velocitat de creixement (19%), tot i que és
en aquesta condicio on I’arabitol és produit. Aquest fet es pot explicar observant que a velocitat
de creixement baixa es produeix quasi el doble de CO, per mol de carboni en biomassa (Apendix
4) respecte als experiments amb una taxa de dilucié elevada. Aquesta quantitat és quasi be el
50% més elevada que la suma de produccié total de carboni procedent de CO, i arabitol
conjuntament per mol de carboni de biomassa generada. Aixo explica la diferéncia observada en
el rendiment. La diferéncia de rendiment és consistent també amb el fet de que la quantitat de
metanol directament desassimilada cap a la formacié de CO, per mol de carboni de biomassa és
més elevada (sobre el 45%) a la velocitat de creixement baixa (Apéndix 4).

Les condicions de cultiu tenen un impacte significatiu en la relacié dels components de formacié
de la biomassa aixi com en els precursors necessaris procedents del metabolisme central, els
quals son altament rellevants en qualsevol calcul de flux. En conseqliencia tant la composicio
elemental com la macromolecular de cadascuna de les répliques realitzades (Taula 1) (incloent la
composicié amino-acidica (Taula 2)) fou analitzada per tal d’obtenir la composicié exacta de P.
pastoris creixent sota condicions de co-assimilacié amb glicerina/metanol.

Tal i com és pot observar en la composicio elemental (Taula 1), la relacié C:N, en experiments
amb velocitat de creixement baixa, s’incrementa al augmentar la relacié glicerina/metanol
mentre que el grau de reducci6 és manté estable. D’altra banda en experiments a alta velocitat de
creixement el grau de reducci6 tendeix a decréixer amb I’increment de la relacio
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glicerina/metanol. Aquests canvis son un reflex del canvi en la composicié macromolecular de la
biomassa.

Des del punt de vista de composicié macromolecular, els experiments a baixa velocitat de
creixement mostren una disminucié en el contingut proteic mentre que la composicié de
carbohidrats i acids nucleics augmenta amb I’increment de la relacio glicerina/metanol, el que
esta estretament relacionat amb I’increment de la relaci6 C:N comentada anteriorment. De la
mateixa forma el comportament observat als experiments a alta velocitat de creixement semblen
indicar una tendencia similar. Observant els valors de RNA i carbohidrats obtinguts per totes
dues velocitats d’alimentacio a velocitats elevades s’obtenen valors més elevats. Ara bé, tenint
en compte totes les incerteses relacionades en aquests calculs la majoria de les diferéncies
observades no son estadisticament significatives. Aixi dons, no s’observen diferéncies
significatives (95% d’index de confianga) en la composicié macromolecular per els diferents
experiments realitzats en aquest estudi utilitzant una font de carboni mixta glicerina/metanol a
igual velocitat de creixement.

D’altra banda, d’acord amb I’analisi de la composicié d’aminoacids realitzada, sembla que
alguns aminoacids (Asp, Thr, Glu, Pro, Ala, Tyr, Phe, Lys, a p-valors < 0.05) difereixen
significativament entre les diferents velocitats de creixement avaluades (Taula 2). Amb aquesta
observacio i tenint en compte la importancia de la composicio de biomassa per el calcul de les
diferents distribucions de fluxos, es va decidir, utilitzar una composicié mitjana per a cada
velocitat especifica de creixement ( Taula 1A).

En termes d’activitat enzimatica especifica extracel-lular de la lipasa produida, s’observa una
clara diferéncia entre totes dues velocitats d’alimentacié per totes tres relacions de carboni
utilitzades, productivitats més elevades s’observen a baixa velocitat de creixement (Apendix 3).
Inesperadament, per totes dues velocitats d’alimentacio, la menor activitat mesurada fou durant
els experiments amb relacié 60-40 % glicerina/metanol. Aquesta peculiaritat pot ser deguda al
complex mecanisme de produccié de proteina recombinant el qual pot tenir variacions depenent
de les condicions del nostre sistema [18] com poden ser la relacié concreta entre fonts de carboni
o simplement qualsevol variacié en les condicions del nostre sistema que repercuteixi en la
quantitat total de proteina produida. Tanmateix, com la produccié de lipasa no fou mesurada
durant els experiments previs realitzats per A. Sola, els valors mesurats poden ser comparats amb
els obtinguts en el capitol anterior sota condicions de creixement glucosa/metanol 80-20 %
(2504 + 192 UA/gpew ) utilitzant la soca X-33 Rol_1 a velocitat de creixement de 0.09h™. En el
present estudi per una relacio de font de carboni 80-20 % glicerina/metanol a una velocitat de
creixement de 0.05h™ fou mesurat un valor de 2316 + 88 UA/gocw, suggerint que la utilitzacio
de glucosa/metanol com a font de carboni mixta pot ser més convenient per la produccié de
proteina recombinant. Cal dir perd que es necessiten experiments addicionals amb la mateixa
velocitat de creixement per confirmar aquesta hipotesis.
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Entrada de Metanol [mmol (gcpw-h)™]

Condicié | u=0.05h-*
MET:(E) 80%_20% | 0.59 + 0.1
. 60%_40% | 1.36 +0.1 <:I cep
059 +0.1 | [40% 60% | 2.36+0.1 I ey
1.39 £ 0.1 0.001+0.3 008 0.1
2.36 + 0.1 007 z03] |0001%£03__p Rihsp —.0.14 0.1
! 006 +03| 0:001£06 | -0.29 0.1
v
0.06 +0.6 008202
MET | 0.14+0.3
F6P 0.29 £ 0.6
0.30 +0.2 ¢
046 +0.3 A v
XUSP €595 103 0.32 +0.2 XU5P ———— RSP
'/102 + Hzo 0.42 +0.3 \ -0.12 +0.1 g
0.29 +0.1 0.71 0.6 —-0.16 +0.1
FORM -1-| 003 +03[~ " €O, o 03 so01
1.45 +0.6 f / > 0P 011301
032 +02 @ 0.15 +0.1
0.42 £0.3 -0.29 +0.1
0.71 +0.6 01 +01
0.30 £0.1 /T"'/ -0.15 + 0.05
DHA GAP _[0.46 £+ 0.3 . -0.29 £0.1
0.91+06 __w GAR [F—— > S7P
0.30 £0.1 -~ 0.89 0.1
0.46 £ 0.3—>» DHAP —]0.77 *0.1 076 101
0.91 + 0.6 75 0. 76 £0.
075 £01] |5 +01
0.62 +0.1
A BB b
Entrada de Glicerol [mmol (gcpw-h)™?] 0:55 ; 0:03 076 £01
Condicié u= 0.05h-1 0.65 +0.1
80%_20% | 0.92 + 0.03 0.62 £0.1
60%_40% | 0.73 +0.03 v 0.42 *0.05
40%_60% | 0.55 +0.03 Glicerol PYR ————— 33 + g.g5s—» ACCOA
028 +0.02 0.25 + 0.05
0.21 £0.02
0.29 +0.05
0.06 = 0.01
0.07 +0.01 v 8-;515 i+00-015
N 21 0.
0.08 +0.01 pTR 0.12 + 0.05
0.17 £0.03
0.13 £0.05
0.15 +0.05
©
OAA;. [0.31:01 ACCOA T _
071 £03 § 2
Q 0.29 %01 0.45 £0.08 28
0.34 +0.05 20
026 01 0.28 +0.05
066 +0.3 |\
023 01| OPAme
S ar
0.40 +0.07 \
0.28 +0.06
BIOMASSA 021 +0.02 0.45 +0.08
A 0.34 +0.05
, 0.28 +0.05
1
174 011
1.69 +0.11
succ
1.83 +0.11 AKG

. g

I 0.4 i0.04/

L 0.28 +0.03
0.21 +0.02

Figura 1. Distribucié de flux metabdlic sota condicions de creixement amb diferents relacions de font de
carboni glicerina/metanol a una velocitat de creixement de [] = 0.05h™. Activitats de I’enzim malic aixi com de
la via del glioxilat no foren introduides en el calcul de la distribuci6 de fluxos calculada
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Taula 3. . Visi6 general dels parametres de creixement macroscopics de la soca X-33 de P. pastoris sota condicions de creixement amb diferents relacions de mescles
de glicerina/metanol, dades reconciliades [1].

Glicerina Metanol Arabitol OUR CER Biomassa RO **Y s
mmol/(gocwh) ~ mmol/(gocw-h)  mmol/(gocw-h)  mmol/(gocw-h)  mmol/(gocw-h)  mmol/(gocw.h) (9pcw/9)
80%,_20% m=0.05h"" -0.92 +0.04 -0.59 +0.07 0 -2.35+0.13 1.62+0.11 1.74+011  069+017 051+0.06
60%_40% m=0.05h -0.73+0.04 -1.47 £ 0.07 0 -3.06 + 0.15 1.95+0.13 1.69+0.11 064019 044011
40%_60% m=0.05h" -0.55 £ 0.03 -2.41 £0.07 0 -3.65 £ 0.15 220 +£0.13 183+011  060+019 039008
80% 20% m=0.16h" -253+0.3 -0.18 £0.03  *0.003 £0.27 -4.78 £0.21 3.25+0.16 4.54 +0.85 068+025 0.60+0.14
60% 40% m=0.16h" -2.61+0.63 -1.76 £ 0.27 *0.17 + 0.44 -5.35+0.47 3.09 +0.48 5.63+0.35 058+062 050+013
40% 60% m=0.16h?  -2:22%0.45 -2.58 + 0.51 *0.1%0.3 -5.73+0.27 3.33+0.16 544+085  058+031 053%0.15

* Valors calculats, ** Rendiment experimental previ al pas de reconciliacié
Mesures reconciliades del consum de substrat, biomassa i les taxes de producci6 de metabolits per a cada condici6 de cultiu. index de consisténcia h per sota de 5
(nivell de confianca del 95%) per tots els casos.

Taula 4. Visi6 general dels parametres energétics de la soca recombinant de P. pastoris sota condicions de creixement amb diferents relacions de font de carboni
glicerina/metanol durant cultius amb estat estacionari.

80 20[]=0.05h* 60 40[]=0.05h™ 40 60[]=0.05h" 80 20[]=0.16 h* 60 40[]=0.16 h* 40 60[]=0.16 h™

mmol/(gpcw-h) Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor Sd

ATP total generat 8.8 0.7 8.7 0.9 9.3 1.8 18.4 0.5 17.8 0.6 174 11
ATP Fosforilacié oxidativa 6.5 0.7 7.1 0.9 7.8 1.8 14.8 0.5 14.0 0.6 13.7 1.1
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Impacte de la relacid glicerina/metanol en la distribucié de fluxos metabolics

Tal i com s’ha comentat anteriorment, en experiments previs [1] no fou possible I’analisi de
distribucié de fluxos metabolics degut a la limitada informacié disponible. Les dades de
biomassa obtingudes en el present treball juntament amb la disponibilitat recent del programa de
calcul **CFlux2 ens a permés el calcul de la distribucié de fluxos metabolics com una solucié
global. Com que les condicions experimentals van ser identiques i les mesures experimentals son
comparables per els dos conjunts d’experiments es va assumir que la composicié de biomassa
obtinguda procedent dels experiments replica és representativa per els experiments realitzats per
A. Sola. També, es va assumir que la produccié d’arabitol era un component extracel-lular
necessari per completar alguns dels balangos de carboni dels diferents experiments previs. Aixi
doncs, tenint en compte aquestes dues premisses, les dades de marcatge proteic *C-NMR
juntament amb les dades de fluxos extracel-lulars reconciliades incloent arabitol foren utilitzades
per realitzar el calcul de distribucié de fluxos.

Els valors dels diferents fluxos metabolics calculats en aquest estudi és mostren en la Figura 1 i
Figura 2 respectivament. A més a més, algunes relacions de fluxos entre diferents branques de la
xarxa metabolica foren calculades (Taula 7) i comparades amb les descrites anteriorment
calculades a partir de les observacions directes del marcatge *C d’aminoacids proteics [1].
Encara que els resultats no mostren diferéncies estadisticament significatives, tenint en compte
I’error experimental, el cami seguit per realitzar el calcul fou diferent al utilitzat anteriorment ja
que aqui s’utilitza el valor del flux de carboni a través d’aquestes vies en lloc de la relaci6 de
marcatge *C per calcular aquestes relacions. D’altra banda, el valor final dels diferents fluxos
ens permet la identificacio de canvis limitats pero estadisticament significatius entre les diferents
relacions de carboni utilitzades mentre que s’observen diferéncies més acusades entre les dues
velocitats d’alimentacid proposades.

En primer lloc, la quantitat total de carboni consumida per el sistema (glicerina + metanol)
disminueix al augmentar la velocitat de creixement per la produccié de la mateixa quantitat de
biomassa (Apéndix 4) (augment del rendiment). En segon lloc, observant els experiments a la
mateixa velocitat de creixement una disminucio de la relacio glicerina/metanol resulta en la
disminucio en I’entrada de glicerina a la cel-lula mentre que I’assimilacié de metanol es veu
augmentada. D’altra banda, la quantitat total de carboni consumida per totes dues vies d’entrada
augmenta amb la velocitat de creixement i reflexa un comportament contrari respecte la relacio
glicerina/metanol (Apendix 4). Aquest comportament pot ser interpretat con a indicatiu de que
I’energia til extreta per cada mol de carboni consumit de glicerina o de metanol es diferent. El
carboni assimilat per les dues vies d’entrada es concentra en el GAP on posteriorment és
ramifica cap a les diferents vies del metabolisme central (glicolisis, PPP, PEP i TCA). El flux
que circula a través de la gluconeogénesi i la ruta de les PPP pot ser estimat com la diferencia
entre la totalitat de flux que arriba a GAP menys el flux de sortida d’aquest pool cap a PEP
(tenint en compte que el consum dels diferents metabolits intermediaris per a produccié de
biomassa és significament menor que el flux net que circula a través de la via, aquest es pot
considerar constant per la mateixa velocitat de creixement). En consequiéncia, es pot observar
que en el moment en que la velocitat de creixement augmenta, el flux que circula per aquestes
branques també es veu augmentat. D’altra banda, observant els experiments amb la mateixa
velocitat de creixement, la distribucié de carboni de la xarxa metabdlica descrita segueix un

112



Capitol 4

perfil diferent depenent de la relacié glicerina/metanol escollida. Aixi doncs, els experiments a
baixa [], la contribucié relativa del metanol i glicerina cap a les diferents vies (gluconeogenesi,
PPP) és veu incrementada amb la disminuci6 de la relaci6 de carboni mencionada anteriorment.
Contrariament, a altes velocitats de creixement la contribucié del metanol i la glicerina a
aquestes dues vies metaboliques disminueix en paral-lel amb aquesta relaci6 de substrats.
Seguint el mateix perfil, la contribuci6 de la branca de les PPP (Xul5P) cap a la via d’assimilacio
de metanol fou completament diferent per les dues velocitats de creixement utilitzades, mostrant
un augment d’aquets flux a mesura que la relacié de carboni glicerina/metanol augmenta i una
disminucio6 d’aquesta contribucio6 en paral-lel, amb la disminuci6 d’aquesta, per el cas de baixa i
alta velocitat de creixement respectivament. Per tant, els canvis en la relacié de distribucié de
flux a I’altura de GAP semblen el resultat de la diferent activitat del enzim dihidroxiacetona
sintasa el qual pot ser considerat com el coll d’ampolla per la incorporacid del metanol consumit
(via formaldehid) cap al metabolisme central del llevat. Daltra banda aquest increment en la
contribuci6 de la via de les PPP cap a I’assimilacié de metanol pot ser observada d’una forma
directa en el valors mesurats procedents de I"analisi **C d’aminoacids proteics (valors-f, Phe-c)
tal i com és menciona en treballs previs [1]. Aquest comportament pot ser directament comparat
amb el flux dirigit cap a la formacié de CO, a través de formaldehid i posteriorment format
(Figura 1, Figura 2) amb la conseqiient generacié simultania de 2 mols de NADH per mol de
metanol consumit. Aixi dons, podem observar que per totes dues velocitats de creixement, una
reduccié en la fraccio glicerina/metanol ocasiona un augment del metanol directament
desassimilat cap a CO,. Tanmateix, mentre a baixa velocitat aquesta desassimilacié augmenta
gradualment des d’un 40% fins un 60% del metanol consumit a velocitat de creixement alta la
practica totalitat del metanol consumit és directament desassimilat cap a CO, en dues de les
relacions proposades i totalment incorporat al metabolisme central per el cas on la relacio
glicerina/metanol és més alta. Aquest fet ens suggereix que la quantitat de metanol directament
assimilada cap al metabolisme central pot esta relacionada amb la velocitat d’entrada de
glicerina al sistema. Resulta interessant que la quantitat de CO, desassimilada per unitat de
biomassa produida és superior a baixa velocitat de creixement quant comparem la mateixa
relacié de font de carboni (glicerina/metanol) subministrada al sistema i aquesta augmenta amb
la fraccié de metanol a I’aliment (Apéndix 4).

Si ens fixem en el flux a través del cicle dels acids tri-carboxilics (TCA), relatiu a la biomassa
produida, aquest es veu disminuit al reduir la quantitat de glicerina en I’aliment per el cas de [
baixa mentre que roman practicament constant per el cas de [] alta, no mostrant diferéncies
estadistiques amb una confianga del 95% entre els resultats obtinguts. D’altra banda, des d’un
punt de vista global I’activitat relativa del TCA per la producci6é de la mateixa biomassa és
inferior a velocitats de creixement alta podent ser un indicador que I’activitat d’aquest cicle
tendeix a generar menys equivalents de reduccio a velocitats elevades properes a [Jmax. Per aquest
cas, la generacid d’equivalents de reduccié produits per el pas directe de desassimilacid de
metanol cap a CO, sembla compensar la disminucié d’activitat del TCA. Aquesta suposicio és
coherent amb el fet de que a baixa velocitat de creixement, I’activitat relativa del TCA
disminueix mentre que la desassimilacié directa cap a CO, és veu augmentada amb la
disminucio de la relacio glicerina/metanol.
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Entrada de Metanol [mmol (gcpw-h)™]

Condicié | u=0.16h"
MET:(E) 80%_20% | 0.18 +0.1
. 60%_40% | 1.69+0.2 cep
0.18 +0.1 | |40% 60% | 2.08 +0.5 - ;
1.69 * 0.2 4 241 £03 0.78 0.1
2,08 + 05 262 102 004 £0.2—p Rihsp —0.01 +0.1
! 029 +02| (000105 0.01£02
v 0.22 +0.5 163 02
MET | 0.04 £0.2
F6P < -0.01+£0.4
0.18 +0.08
0.01 £0.05 A *
XUSP <€— 0.05 + 0.03 1.29 +0.2 XU5P R5P
%0, + H,0 0.53 * 0.1\ 071 01 \
0 +0.2 0.43 +0.1 ~— -0.1 +0.1
FORM -T-| 169402 [~ > CO, ! 01 +02 0.01 +0.01
1.99 £ 0.5 Fep J — 0.18 +0.03
+ . +0.
= 4 E4P 0.73 0.1 001 £01
129 +0.2 4 ; -0.05 +0.1 —\
0.53 +0.1 -0.04 +£0.2
043 +0.1 073 0.1
0.19 £0.2 T/ -0.05 £0.1 Arab
DHA GAP _|0.01 +0.1 -0.04 £0.2
0.09 +0.1 _w GAR i< > S7P
0.19 +0.2 — 1.43 +0.02
0.01 +0.1——>» DHAP —|2.11 +0.03
1.03 +0.02
0.09 +0.1 1.97 +0.14
970 1.43 +0.15
1.45 +0.03
2o ok
i .h)-1 . T U.
Entrada de Glicerol [mmol (gcpw-h)™?] 522402 103002
Condicié | u=0.16h" 1.43+0.03
80% 20% | 2.53+0.1 1.45+0.03
60%_40% | 2.61+0.1 v 0.37 +0.1
40% 60% | 2.22+0.2 Glicerol PYR — 55 +91 —» ACCOA
1
0.48 +0.02 063 £0.2
0.64 +0.02
0.59 +0.08
¥
019 +0.05 v 0.27 +0.1
0.25 +0.01 0.39 =01
N 39 +0.
0.23 £0.01 pTR 031 001
0.16 +0.1
0.22 +0.1
0.21 +0.1
©
OAA 5
it 0.18 +0.01 ACCOA g
0.32 £0.02 513
\32 +0.02 0.43 +0.02 pe é
\ /0.61 £0.03 =B
0.02 +0.01 0.53 +0.02
0.11 + 0.02\
0.14 £0.02| OAA.;
f ar
0.28 +0.02
0.41 +0.02
A 0.61 +0.03
, 0.53 +0.02
1
454 +0.36
5.63 +0.35
succ
5.44 +0.45 AKG

1 0.28 + 0.02/
L 0.41 % 0.02
0.33 +0.02

Figura 2. Distribucié de flux metabdlic sota condicions de creixement amb diferents relacions de font de
carboni glicerina/metanol a una velocitat de creixement de [] = 0.16h™. Activitats de I’enzim malic aixi com de
la via del glioxilat no foren introduides en el calcul de la distribuci6 de fluxos calculada.
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sitats teoriques d’ATP per a la sintesis de 1gr de biomassa sota les condicions de creixement d’aquest estudi amb cultius en contin

0= 0.05h™ Glicerina/ Metanol 0= 0.16h™ Glicerina/ Metanol
80%_20% 60%_40% 40%_60% 80%_20% 60%_40% 40%_60%
Yxare mmol ATP/gpcw 28.3 30.1 28.8 30.2 32.3 30.4

iitat total d’ATP que s’ha de sintetitzar per al creixement cel-lular sota les condicions de creixement en aquest estudi amb cultius er
[11]

80% _20% 60%_40% 40%_60%
Valor Sd Valor Sd Valor Sd
Y xatp mmol ATP/gpcw 87.9 4.8 82.8 5.6 74.3 11.1

aracio entre les relacions metaboliques entre els diferents compartiments cel-lulars sota les condicions de creixement en aquest estt

80_20[]=0.05h" 60 _40[]=0.05h" 40 60[]=0.05h" 80 20[]=0.16h" 60 40[]=0.16h™ 40 60 []=0

ci6 total del pool % Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor St
Ayt provinent PY Ry 18.8 5.3 9.3 104 24.9 6.4 90.5 12.4 69.4 4.5 63.0 4,
Amit provinent PEP 43.7 26.2 71.4 65.7 57.4 48.1 39.1 18.1 44.4 16.1 49.6 1<
Aoyt provinent PYRey: (*)  28.0 4.0 350 2.0 33.0 3.0 89.0 2.0 780 2.0 76.0 2.
Amit provinent PEP (*) 320 3.0 360 3.0 290 40 47.0 2.0 420 20 430 2.

presentat en el treball anterior [1]
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D’acord amb els patrons de marcatge descrits en treballs anteriors [1] en aquest cas tampoc es

va observar diferéncies significatives entre OAA.: i OAAmit, ja que tots dos metabolits resulten
identicament marcats al finalitzar el calcul de les diferents distribucions de fluxos. Aquesta
igualtat en la marca ens indica que existeix un elevat flux d’intercanvi entre tots dos pools.
D’altra banda, el flux net calculat procedent del citosol cap a OAAmi: fou estadisticament
diferent per les diferents velocitats d’alimentacié proposades, mostrant un increment en
I’intercanvi de flux entre aquest dos pools a [] alta. Aquest fet ens indica que, independentment
de la fraccié de metanol en el medi del continu i a mesura que la cél-lula s’apropa a la seva [Jmax
de creixement, existeix un flux net d’OAA provinent del citosol cap a la mitocondria. Tenint en
compte aquesta observacié conjuntament amb el fet comentat anteriorment sobre la disminucid
de I’activitat relativa del TCA a velocitats d’alimentacio alta (Apéndix 4), ens indica que el flux
global en el TCA dedicat a la producci6 de precursors per a la formacio de biomassa, augmenta
mentre el flux global dedicat a la producci6 d’equivalents de reducci6 en forma de NADH és veu
disminuit. Aquest comportament és coherent amb el fet préviament mencionat sobre la
desassimilacié de metanol cap a CO, que augmenta amb la [], el qual ens genera NADH, aixi
com també és coherent amb I’augment relatiu del flux procedent del citosol cap a la mitocondria
a nivell d’OAA per completar la ja coneguda via anaplerotica. Finalment el fet d’observar la
produccié d’arabitol a velocitat de creixement alta, ens pot indicar que existeix un excés de
disponibilitat de metabolits intermediaris oxidats ja que I’arabitol és un metabolit menys reduit
dels dos substrats utilitzats. Aixi doncs, hom pot suposar que la velocitat a la qual tots dos
substrats utilitzats son consumits és superior a la velocitat a la qual aquets poden ser utilitzats per
la generacié de biomassa ja que aquesta velocitat és proxima a la [Jmax. Aquest podria ser
aprofitat per la cél-lula per a la produccié de substrats addicionals de més alta qualitat que
podrien ser utilitzats en el moment en que els altres dos fons de carboni fossin totalment
consumits per la cel-lula.

Generaci6 d’equivalents de reducci6 NADH i NADPH

Els valors de NADH generats van ser calculats per mitja de I’estequiometria de la ret plantejada
juntament amb els fluxos calculats per a cadascun dels diferents casos d’estudi. Els resultats ens
mostren dos rangs clarament diferenciats per les dues velocitats d’alimentacio utilitzades, 4.1-4.9
mmol/(gocw.h) per [] baixa i 8.6-9.3 mmol/(gocw-h) per el cas a [] alta respectivament (Taula 4).
Assumint que I’excedent d’equivalents de reduccid, es reciclin a través de la cadena respiratoria
I’oxigen tedric consumit es pot calcular per cada condicié. Els valors obtinguts representen entre
el 95-100% del gO, reconciliat, indicant que s’ha proposat un balang d’electrons adequat per la
ret plantejada.

Un cop validat el balang global d’electrons, es va calcular els requeriments de NADPH
necessaris per biosintesis en cel-lules sota condicions de creixement amb substrats mixtes
mostrant un valor al voltant de 1.3 mmol/gpcw.h per totes les condicions d’estudi. El flux a
través de la branca oxidativa de les PPP esta generalment relacionat amb la produccié de
NADPH per la formacié de biomassa quant s’utilitza glucosa com Unica font de carboni[19].
Tanmateix en aquest estudi, els resultats ens mostren que assumint aquesta hipotesis, en el
moment d’utilitzar barreges de glicerina/metanol com a font de carboni, el flux a través
d’aquesta branca és practicament negligible en la majoria de condicions avaluades. D’altra
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banda, possibles reaccions productores de NADPH com ara la piruvat deshidrogenasa o la
isocitrat deshidrogenasa no mostren un flux de carboni suficient per poder compensar els
requeriments globals de NADPH. Aquest fet ens suggereix que hi ha d’haver altres reaccions
generadores de NADPH. Es interessant observar que alguns llevats “craptree-negatius” mostren
diferents mecanismes involucrats en la interconvercié entre NADPH i NADH. Existeixen
diferents llancadores involucrades en seqiiencies de reaccions que donen com a resultat
I’intercanvi de cofactors redox entre el citosol i la mitocondria [20][21]. D’altra banda tenint en
compte que en aquest estudi s’ha utilitzat la glicerina com una de les fonts de carboni, el cicle de
la DHA (cicle de la glicerina dihidroxiacetona) podria ser un dels candidats més idonis per
realitzar aquesta conversié en el llevat de P. pastoris, de la mateixa forma que ha estat proposat
per S. cerevisiae [22]. Aquesta llancadora re-oxida el NADH citosolic via la glicerina-3-fosfat-
desidrogenasa i posteriorment genera NADPH citosolic via la glicerina-deshidrogenasa amb el
consum de una molécula de ATP. Aixi dons la demanda de NADPH pot ser compensada per
I’activitat del cicle de la DHA.

Un altra possibilitat a tenir en compte podria ser la via de detoxificacié del formaldehid, els
enzims involucrats en aquest pas poden utilitzar NADH+ o NADP+ com acceptor d’electrons.
En aquest cas, una possibilitat semblaria ser I’enzim S-(hidroximetil)glutatié deshidrogenassa
(EC:1.1.1.284). aquest enzim catalitza la conversié de S-(hidroximetil) glutati6 en S-formil
glutatio, seguidament convertit en format per I’accié de I’enzim S-formil glutatié hidrolasa
(EC:3.1.2.12). Aixi doncs, aquets pas pot ser un altra possible font de producci6 de NADPH
quant existeix una produccio de formaldehid i NADP+ com sembla ser en aquest cas.

Requeriments energétics

Tal i con s’ha explicat més amunt, els requeriments biosintétics d’ATP per unitat de biomassa
foren estimats tenint en compte la composicié macromolecular de la biomassa (Taula 1), aixi
com la composici6 de proteines i aminoacids (Taula 2) determinades en aquest treball. També es
va assumir que la resta de components macromoleculars estaven presents en proporcions similars
a les presentades en treballs anteriors [14] (veure material i metodes per detalls concrets). Les
diferents tasses de generacié d’ATP per P. pastoris en les condicions experimentals d’aquest
estudi és mostren a la Taula 4. Concretament, la generacié d’ATP a través de la fosforilaci6 a
nivell de substrat fou calculada mitjancant la estequiometria de la xarxa metabolica. La resta
d’ATP necessari es va assumir que era proporcionat per la cadena de transferéncia d’electrons.
Els resultats ens mostren que la fraccié generada a través de la respiracio (fosforilacié oxidativa),
per satisfer la demanda d’ATP fou sobre el 75-80% del total generat per la cel-lula per totes les
condicions de cultiu estudiades. A més a mes, els requeriments per el manteniment cel-lular
(energia no associada al creixement), fou estimat de ésser entre 4 -5 mmolATP/gpcw.h per el cas
de baixa velocitat de creixement i entre 8-10 mmolATP/gocw.h per el cas d’alta velocitat de
creixement. La eficiéncia de la fosforilacio oxidativa, és a dir la relacié de P/O, fou definida per
totes les condicions com a 1.59 molATP/molO com a mitjana dels valors independents de P/O
calculats per a glicerina i metanol comentada anteriorment. En aquest estudi es va calcular una
generacio d’ATP global entre 71-83 mmolATP/gpocw per les diferents relacions de font de
carboni avaluades (Taula 7). Els resultats obtinguts ens mostren una tendencia decreixent per la
generacio d’ATP amb la disminuci6 de la relacié de font de carboni glicerina/metanol. El que
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podria explicar la disminucié en el rendiment de biomassa al disminuir la relacié de fonts de
carboni. Aquesta tendéncia difereix dels valors simulats presentats en el treball de Caspeta [11]
on s’observa una tendéncia oposada amb la disminucié d’aquesta relacié en I’aliment d’entrada,
ara bé aquestes diferencies no son estadisticament significatives i es precisaria d’experiments
més detallats per confirmar aquestes tendencies.

D’altra banda, es varen calcular els parametres teorics energétics (Yarp) per la sintesis de
biomassa (Taula 5) mostrant valors molt similars per totes dues velocitats d’alimentacio; i
aquests es troben estretament relacionats amb els presentats en treballs anteriors. Aquets
resultats indiquen que les caracteristiques energétiques del llevat P. pastoris, sota condicions de
creixement on s’utilitzen diferents relacions de glicerina/metanol com a font de carboni, son
altament comparables amb diferents estimacions prévies per llevats per exemple els valors de
Yatp calculats per el cas del llevat S. Cerevisiae [13] utilitzant glucosa com Unica font de
carboni.

Tenint en compte que la sintesi de la proteina heterdloga és molt més elevada a baixes velocitats
de creixement (Appendix 2) i que dins d’aquesta velocitat es produeixen quantitats similars de
proteina i d’ATP pels experiments amb diferents relacions de font de carboni, hom diria que la
produccio de proteina recombinat requereix una quantitat similar de generacié d’ATP (Taula 4.)
en les diferents condicions de relacié de carboni i que per tant aquesta relacié no té un impacte
en els requeriments energetics. Si bé en el cas de 60-40 % glicerina/metanol sembla detectar-se
una generacié menor d’ATP i també una menor sintesi de proteina recombinant. En tot cas,
aquets fets serien només indicacions preliminars i es precisaria de nous experiments en aquesta
condicio per corroborar aquestes dades.

Conclusions

En el marc d’aquest estudi, es va portar a terme un nou conjunt de dades en cultius de P. pastoris
sota condicions de diferents relacions de carboni glicerina/metanol i amb diferents velocitats
d’alimentaci6. Aquest conjunt de dades ha permés per una banda la validaci6 de dades
previament presentades i per I’altra, I’obtencié d’una composicié de biomassa per a diferents
condicions de treball aixi com diferents nivells d’expressid de proteina recombinant no mesurada
en el treball anterior. La nova composicié de biomassa descrita en aquest estudi juntament amb
les dades de marcatge **C BDF d’aminoacids ha permés el calcul de la distribucié de fluxos
metabolics a través del sistema de carboni central de P. pastoris no descrit fins ara per cultius
amb continu utilitzant substrats mixtes glicerina/metanol. Les diferents distribucions de fluxos
calculades ens permet realitzar un analisi del comportament d’una soca recombinant fent servir
diferents relacions de font de carboni aixi com per a dues velocitats de creixement, mostrant
distribucions de flux diferents segons la condicié avaluada.

La composici6 macromolecular mesurada, mostra diferéncies entre les dues velocitats de
creixement utilitzades mentre que I’impacte ocasionat per les diferents relacions de carboni
utilitzades és practicament negligible. Aquest és el cas de la composicié aminoacidica mesurada
per la biomassa. Per aquest motiu es va fer servir dues composicions diferents ([] alta i [] baixa)
per el calcul de les diferents distribucions de fluxos.

118



Capitol 4

L’impacte de la velocitat de creixement en la distribucié de fluxos metabdlics es pot resumir

com:

Durant els experiments a velocitat de creixement alta és produeix arabitol el qual esta
menys reduit que els substrat alimentats.

La biomassa produida per quantitat de carboni consumida és inferior a [] baixa que a alta
i aparentment disminueix amb I’augment de metanol residual en el medi. Aix0 es aixi
malgrat que s’observa la produccié d’arabitol a velocitat de creixement elevada.

Existeix un impacte rellevant en la via d’assimilaci6 de metanol, mostrant clares
diferéncies entre les diferents taxes de dilucio, com ara pel cas de [] baixa, on I’increment
de la fraccié de metanol incrementa la fraccié directament desassimilada cap a CO,,
mentre que a velocitat de creixement alta la practica totalitat del metanol consumit és
desassimilat a CO; a fraccions de metanol elevades.

Les diferents relacions de glicerina/metanol a una taxa de dilucié determinada mostren
petites variacions en la distribucié de fluxos calculada. A mesura que la fraccié de
metanol augmenta en el cas de [] baixa el flux relatiu del cicle del TCA cap a la
producci6 de biomassa disminueix, mentre que a [] alta practicament roman constant. Un
comportament analeg es pot observar en la contribucié anaplerotica del OAA cap al
TCA.

Els resultats obtinguts ens indiquen que un increment en la desassimilacié cap a CO, per
la via directa a partir del formaldehid té com a resultat un increment en la generacio de
NADH. Aixo podria explicar els diferents efectes observats com ara la disminucio de
I’activitat del TCA, la generacié de NADPH a partir de NADH o la produccié d’arabitol.
Les diferents dades de distribucions de fluxos i de composicio de biomassa obtingudes,
ens ha permés el calcul de la generacié de NADH, NADPH i els requeriments energétics
de la cél-lula. Globalment els parametres obtinguts son coherents amb els calculats per
altres llevats. La insuficient quantitat de NADPH generada per la via de les pentoses
fosfat, suggereix la possibilitat de I’existéncia de vies alternatives per la sintesis de
NADPH a partir de NADH.

En resum, aquest estudi representa el punt de partida de I’estudi del comportament de P.
pastoris sota diferents condicions d’operaci6. En particular de I’efecte de la relacié de font de
carboni mixta com a variable per I’optimitzacio6 de diferents procediments de cultiu, en particular
aquells que utilitzem metanol com a font de carboni alternativa. D’altra banda, la informacio
extreta en aquest treball pot ser rellevant a I’hora de dissenyar nous experiments de marcatge per
treballs futurs.
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Apendix

Apéndix 1. Model metabdlic utilitzat del metabolisme central de carboni de P.pastoris. (1.1) Reaccions
del metabolisme central utilitzades per el calcul de la distribucié MFA **C. El valor de CO, al igual que el
O, i cofactors no foren utilitzats per el balan¢ de flux metabolic. (1.2) Reaccions i transicions atdomiques
utilitzades en I’analisi de flux mitjancant dades **C, seguint la notacié proposada per Wiechert [23].

1.1
Metabolisme del Metanol
43. MET => FORM
44. FORM => FOR + NADH
45. FOR + NAD"=> NADH + CO,
46. Xul5P + FORM + ATP => ADP + GAP + DHA
47. GA3Pye => GA3P
48. DHA => GA3P
Assimilacio de Glicerina
49. GOL + NAD" + Pi + ATP => DHAP + NADH + ADP
Glicolisis i Gluconeogénesis
50. Fru6P <=> Glc6P
51. 2 GA3P => Fru6P +Pi
52. GA3P + ADP + Pi + NAD* => PG3 + ATP + NADH
53. PG3 <=> Pep
54. Pep + ADP => Pyr + ATP
55. Pyr + NAD" => ACCOoA; + CO, + NADH
56. Pyr NAD "=> ACCoA; +CO, + NADH
57. Pyr + CO, + ADP => Oaay + ATP
Via de les Pentoses Fosfat (PPP)
58. Glc6P + 2NADP* => Rul5P + 2 NADPH + CO,
59. Rul5P <=> R5P
60. Rul5P <=> Xul5P
61. R5P + Xul5P <=> Sed7P + GA3P
62. Sed7P + GA3P <=> Fru6P + E4P
63. Xul5P + E4P <=> Fru6P + GA3P
64. Xul5P + NADH => Ara + NAD"
Cicle dels acids Tri-carboxilics (TCA)
65. ACCoAi + Oaanit => CIT
66. CIT => ICIT
67. ICIT + NAD" => aKG + CO, + NADH
68. aKG + NAD" => SUCCo0A + CO, + NADH
69. SUCCoA + Pi+ ADP =>SUC + ATP
70. SUC + ATP => SUCCo0A + ADP + Pi
71. SUC =>FUM + FADH,
72. FUM <=> MAL
73. MAL + NAD *=> Oaap,; + NADH

Biosintesis dels diferents aminoacids i interconvercid de unitats d’un sol C (Reaccions exactament igual que les
plantejades en el capitol anterior)

Reaccions de Transport i Reaccions de la cadena respiratoria (Reaccions exactament igual que les plantejades
en el capitol anterior)
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Sintesis de Biomassa

1.2

74.

75.

76.

77.

78.

79.

1. Sintesis de Proteina

- X-33 ROL sota condicions de creixement a /7 =0.05 h™

0.139 Pyr + 0.080 NAD" + 0.436 NADPH + 1.21 ATP + 0.006 R5P + 0.014 E4P + 0.068 aKG + 0.009
Oaamit + 0.014 ACC0A:=> 1 C-mol Proteina + 0.002 GA3P + 1.21 ADP + 1.21 Pi + 0.436 NADP" + 0.08
NADH + 0.045 CO,

- X-33 ROL sota condicions de creixement a /7 =0.16 h™

0.135 Pyr + 0.083 NAD" + 0.0423 NADPH + 1.21 ATP + 0.006 R5P + 0.013 E4P + 0.009 Oaay; + 0.073
aKG + 0.014 ACCoA.,;=> 1 C-mol Proteina + 0.002 GA3P + 0.083 NADH + 0.0423 NADP* + 1.21 ADP
+ 1.21 Pi + 0.043 CO,

2. Sintesis de Carbohidrats
0.113 GIc6P + 0.053 Fru6P + 0.167 ATP => 1 C-mol Carbohidrat + 0.167 ADP

3. Sintesis de Lipids

0.0002 Glc6P + 0.0055 Pyr + 0.011 GA3P + 0.005 CO, + 0.0292 ACCoA,;; + 0.441 ACCoA.:+ 0.07
NADH + 0.599 NADPH + 0.42 ATP + 0.057 O, => 1 C-mol Lipid + 0.07 NAD" + 0.599 NADP" + 0.42
ADP +0.42 Pi

4. Sintesis de RNA

0.06 Pyr + 0.1136 CO;, + 0.111 R5P + 0.104 NAD+ + 0.075 NADPH + 1.1 ATP + 0.0479 Oaami; => 1 C-
mol RNA + 1.1 Pi + 1.1 ADP + 0.075 NADP" + 0.104 NADH

5. Sintesis de DNA

0.054 Pyr +0.102 NAD" + 0.273 NADPH + 1.146 ATP+ 0.132 CO, + 0.108 R5P + 0.051 Oaay => 1 C-
mol DNA + 1.146 Pi + 1.146 ADP + 0.102 NADH + 0.273 NADP*

Nom Reaccio
feedGIyA: FullyGly > Gly_ext
#abcdef > #abcdef
feedGlyB: CGly > Gly_ext
#abcdef > #abcdef
uptGly: Gly_ext > Gly_int
#abcdef > #abcdef
feedMeOHA: MeOHL > MeOH_ext
#a > #a
feedMeOHB: MeOHN > MeOH_ext
#a > #a
uptMeOH: MeOH_ext > MeOH_int
#a > #a
uptl: Gly_int > DHAP
#abcdef > #abcdef
upt2: MeOH_int > Form
#a > #a
empl: Fru6P <> Glc6P
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emp2:

emp3:

emp4:

emps:

emp5SB:

emp5C:

empb6:

emp7:

emp9:

emp8:

empll:

pppl:

ppPp2:

pPpP3:

ppp4:

PPPS:

PPPE:

TCAL:

TCAZ2:

TCAS3:

TCAA4:

TCA4B:

TCAS:

#abcdef > #abcdef
FBP <> Fru6P
#abcdef > #abcdef
DHAP + GA3P <> FBP
#abc + #def > #cbadef
DHAP <> GA3P
#abc > #abc
GA3P <> PG3
#abc > #abc
PG3 <> PEP
#fabc > # abc
Pep > Pyr
#abc > #abc
Pyr > ACCO; + CO,
#abc > #bc + #a
Pyr+ CO, > OAA;
#abc + #d > #abcd
OAA: > OAAmit
#abcd > #abcd
Pyr > Pyrmi
#abc > #abc
ACCO¢; > ACCOpi
#AB > #AB
Glc6P > CO, + Rul5P
#abcdef > #a + #bcdef
Rul5P <> Xul5P
#abcde > #abcde
Rul5P <> Rib5P
#abcde > #abcde

Xul5P + Ery4dP <> GA3P + Fru6P
#ABCDE + #abcd > #CDE + #ABabcd
Xul5P + Rib5P <> Sed7P + GA3P
#abcde + #ABCDE > #ABabcde + #CDE
GA3P + Sed7P <> Ery4P + Fru6P
#ABC + #abcdefg > #defg + #abcABC

Pyrmit > ACCOpi + CO,
#ABC > #BC + #A

ACCOyit + OAAMmi: > CIT

#AB + #abcd > #dcbaBA
CIT > aKG + CO,

#ABCDEF > #ABCEF + #D

aKG > SUCC + CO,

#ABCDE > #BCDE + #A

aKG > SUCC + CO,

#ABCDE > #EDCB + #A

SUCC <> FUM
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#ABCD > #ABCD

TCA5LB: SUCC <> FUM
#ABCD > #DCBA
TCAG: FUM <> MAL
#ABCD > #ABCD
TCAT: MAL <> OAA.i
#ABCD > #ABCD
Metl: Form > CO,
#A > #A
Met2: Xul5P + Form > DHA + GA3P
#ABCDE + #F > #FAB + #CDE
Met2B: Xul5P + Form > DHA + GA3P
#ABCDE + #F > #ABF + #CDE
Met3: DHA > DHAP
#ABC > #ABC
Met4: GA3Py > GA3P
#ABC > #ABC
BIO1: GIc6P > GIc6Py;,
#ABCDEF > #ABCDEF
BI10O2: FruéP > Fru6Py,
#ABCDEF > #ABCDEF
BIO3: ACCQO; > ACCOyj
#BC > #BC
Bl104: OAAnit > OAA,
#ABCD > #ABCD
BIOS: Ery4P > Ery4Py;,
#ABCD > #ABCD
BIO6: Rib5P > Rib5Py;,
#ABCDE > #ABCDE
BIOT7: GA3P > GA3Pyi
#ABC > #ABC
B10O8: aKG > aKGy;,
#ABCDE > #ABCDE
BI10O9: Pyrmit > PYrpio
#ABC > #ABC
CO2out: CO; > COqext
#A > #A
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Apeéndix 2. Visié general dels parametres de creixement macroscopics de la soca X-33 de P. pastoris sota condicions de creixement amb diferents relacions de
mescles de glicerina/metanol, experiments replica per tal de validar les dades préviament descrites. Consum de substrat, biomassa i les taxes de produccio de
metabolits per a cada condicié de cultiu. index de consisténcia h per sota de 5 amb una redundancia de 3 (nivell de confianca del 95%) per tots els casos.

Activitat

1 Glicerina/Metano Glicerina Metanol Arabitol OUR CER Biomassa . *Ygx
h RQ Especifica
| mmol/gpcw.-h  mmol/gpcw.h mmol/gpcw.h mmol/gpew.h  mmol/gpcw.h  mmol/gpcw.h (9pcn/9)

(UA/gpew)

o 80%_20% -094+0.06 -0.82+0.1 0 -2.62+0.2 1.78+£0.1 1.85+0.2 0.68+0.2 2316 +£88 0.49+0.08

% 60%_40% -058+0.06 -150+0.1 0 -2.66 £0.2 161+£0.1 1.64+0.1 0.61+0.2 1467 £ 4 0.45 +£0.07

= 40%_60% -0.48+0.03 -260+0.1 0 -3.59+0.2 21+01 1.96+0.2 0.58+0.2 2105+ 14  0.40 £0.07

© 80%_20% -233+0.15 -042+0.1 0.04 £0.01 -3.68 £ 0.3 2.15+0.2 5.07+05 0.56 £ 0.3 78+3 0.69 £0.13

<|;|! 60%_40% -263+0.13 -1.19%0.1 0.24 £0.03 -458+0.4 2.64£0.32 525+04 0.55+0.4 8+2 0.55+0.12

= 40%_60% -234+014 -252+0.1 0.23£0.03 -5.19+0.3 2.82+0.3 5.57+05 0.54+0.4 142+ 4 0.56 £0.13

Apeéndix 3. Distribucié d’isotopomers simulada dels aminoacids utilitzats per a la distribuci6 d'analisi de flux metabolic. Les taules representen la comparaci6 entre
els valors-f mesurats i els simulats per cadascuna de les diferents relacions de carboni avaluades.

40% Glicerina 60% Metanol [J= 0.16h™

His C-a

His C-B

His C-82 Phe C-a

Glu C-a

GluC-g

Asp C-a Asp C-B

Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat

f(1) 011

£/0)\ N NN

0.10 0.08

N Na NN

0.10 0.54 0.54 0.11

N 70 n

A N ap N NN

0.10 0.21

N Na n a7

0.23

N nn

0.57 0.51

NnAaa laNak4

0.14 0.15 0.17 0.15

N Nnn N Nnn NnAae NnAaa
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40% Glicerina 60% Metanol [J= 0.05h™

His C-a. His C-B His C-82 Phe C-a. Glu C-a GluC-g Asp C-a Asp C-B

Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat

f(1) 0.54 0.50 0.55 0.50 0.87 0.87 0.49 0.50 0.66 0.57 0.82 0.71 0.66 0.56 0.67 0.56
f(2) 0.00 0.07 0.45 0.38 0.13 0.13 0.01 0.07 0.06 0.12 0.09 0.09 0.04 0.10 0.13 0.19
f(2*)  0.00 0.07 0.00 0.07 0.01 0.07 0.22 0.22 0.08 0.17 0.17 0.19 0.17 0.18
f(3) 0.46 0.36 0.00 0.05 0.49 0.35 0.06 0.08 0.01 0.02 0.13 0.15 0.03 0.07

60% Glicerina 40% Metanol [J= 0.16h™

His C-a. His C-B His C-82 Phe C-a. Glu C-a GluC-g Asp C-a Asp C-B

Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat

f(1) 0.04 0.06 0.04 0.06 0.59 0.58 0.02 0.06 0.20 0.20 0.55 0.50 0.07 0.11 0.09 0.10
f(2) 0.00 0.01 0.96 0.81 0.41 0.42 0.00 0.01 0.30 0.31 0.00 0.08 0.03 0.02 0.14 0.12
f(2*)  0.00 0.01 0.00 0.01 0.00 0.01 0.39 0.38 0.45 0.36 0.15 0.13 0.73 0.65
f(3) 0.96 0.92 0.00 0.13 0.97 0.92 0.12 0.11 0.00 0.06 0.75 0.74 0.04 0.12

60% Glicerina 40% Metanol [J= 0.05h™

His C-a. His C-B His C-82 Phe C-a. Glu C-a GluC-g Asp C-a Asp C-B

Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat

f(1) 0.35 0.31 0.37 0.33 0.78 0.80 0.31 0.31 0.47 0.47 0.60 0.68 0.51 0.45 0.47 0.46
f(2) 0.01 0.06 0.61 0.55 0.22 0.20 0.03 0.06 0.15 0.14 0.13 0.10 0.07 0.09 0.28 0.28
f(2*)  0.02 0.06 0.00 0.05 0.04 0.06 0.28 0.31 0.19 0.19 0.25 0.29 0.18 0.18
f(3) 0.61 0.57 0.02 0.08 0.63 0.57 0.10 0.08 0.08 0.03 0.16 0.17 0.07 0.08
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80% Glicerina 20% Metanol [J= 0.16h™

His C-a. His C-B His C-82 Phe C-a. Glu C-a GluC-g Asp C-a Asp C-B

Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat

f(1) 0.15 0.11 0.13 0.11 0.64 0.64 0.10 0.11 0.26 0.24 0.58 0.52 0.14 0.12 0.15 0.12
f(2) 0.00 0.01 0.88 0.76 0.36 0.36 0.00 0.01 0.31 0.30 0.00 0.07 0.03 0.02 0.06 0.05
f(2*)  0.00 0.01 0.00 0.01 0.00 0.01 0.33 0.36 0.42 0.35 0.07 0.05 0.79 0.71
f(3) 0.86 0.84 0.00 0.12 0.90 0.85 0.11 0.10 0.00 0.06 0.76 0.81 0.00 0.12

80% Glicerina 20% Metanol [J= 0.05h™

His C-a. His C-B His C-82 Phe C-a. Glu C-a GluC-g Asp C-a Asp C-B

Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat Mesurat Calculat

f(1) 0.26 0.21 0.24 0.23 0.70 0.74 0.27 0.21 0.31 0.43 0.79 0.69 0.42 0.39 0.45 0.39
f(2) 0.01 0.05 0.76 0.65 0.30 0.28 0.00 0.05 0.02 0.10 0.05 0.10 0.03 0.09 0.29 0.31
f(2*)  0.02 0.05 0.00 0.03 0.00 0.05 0.30 0.37 0.12 0.18 0.32 0.31 0.21 0.21
f(3) 0.74 0.69 0.00 0.09 0.73 0.69 0.37 0.10 0.05 0.02 0.22 0.21 0.05 0.09
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Apeéndix 4. Resultats de la estimacié de fluxos procedents del calcul amb **CFlux2. Fluxos intracel-lulars

sota les condicions avaluades en aquest estudi escalades a la mateixa producci6 de biomassa.

Glicerina Metanol []=0.05h™

80%_20% mmol/gpcw.h

60%_40% mmol/gpcw.h  40% _60% mmol/gpcw.h

Reacci6 FluxNet sd Reacci6 FluxNet sd Reacci6 FluxNet sd
CO2out 097 0.05 CO2out 116 0.02 CO2out 1.25 0.03
Metl 0.17 0.09 Metl 0.55 0.15 Metl 0.79 0.32
Met2 0.09 0.09 Met2 0.14 0.08 Met2 0.25 0.16
Met3 0.09 0.09 Met3 0.14 0.08 Met3 0.25 0.16
Met4 0.17 0.07 Met4 0.27 0.15 Met4 0.50 0.32
Met5 0.17 0.07 Met5 0.27 0.15 Met5 0.50 0.32
empl 0.04 018 empl 0.04 020 empl 0.03 0.32
emp2 0.18 010 emp2 025 017 emp2 039 032
emp3 0.18 0.10 emp3 0.25 0.17 emp3 0.39 0.32
emp4 0.52 0.04 emp4 0.46 0.03 emp4 0.41 0.03
emp5 044 0.04 emp5 0.38 0.03 emp5 0.34 0.03
emp5B 0.44 0.04 emp5B 0.38 0.03 emp5B 0.34 0.03
emp5C 044 0.04 emp5C 0.38 0.03 emp5C 0.34 0.03
emp6 024 0.03 empb6 020 0.03 empb6 0.13 0.03
emp7 0.04 001 emp7 0.04 001 emp7 0.04 0.01
emp8 0.16 0.03 emp8 0.15 0.01 emp8 0.16 0.01
emp9 0.03 0.00 emp9 0.03 0.01 emp9 0.03 0.01
empll 0.16 0.03 empll 0.12 0.06 empll 0.07 0.03
pppl 0.00 0.18 pppl 0.00 0.00 pppl 0.00 0.32
ppp2 0.05 0.14  ppp2 0.08 0.18  ppp2 0.16 0.32
ppp3 -0.05 0.05 ppp3 -0.08 0.03 ppp3 -0.16  0.03
ppp4 -0.07  0.05 ppps -0.09 0.03 ppps -0.17  0.03
ppp5 -0.06 0.05 ppp5 -0.09 0.03 ppp5 -0.16  0.03
ppp6 -0.06 0.05 pppb 0.00 0.00 ppp6 0.00 0.00
ppp7 0.00 0.00 ppp7 0.00 0.00 ppp7 0.00 0.00
tcal 010 0.02  tcal 0.08 0.03  tcal 0.09 0.03
tca2 0.26 0.05  tca2 0.20 0.03  tca2 0.15 0.03
tca3 0.26 0.05  tca3 0.20 0.03  tca3 0.15 0.03
tcad 0.12 0.02 tcad 0.08 0.01 tcad 0.06 0.01
tca4B 0.12 0.02 tca4B 0.08 0.01 tca4B 0.06 0.01
tcab 0.12 0.02 tcab 0.08 0.01 tcab 0.06 0.01
tcabB 0.12 0.02 tca5B 0.08 0.01 tca5B 0.06 0.01
tcab 0.23 0.04  tcab 0.17 0.03  tcab 0.12  0.03
uptl 053 0.02 uptl 0.43 0.01 uptl 0.30 0.02
upt2 0.34 0.03 upt2 0.82 0.02 upt2 1.29 0.04
uptMetN 0.30  0.03 uptMetN 0.73 0.01 uptMetN 1.15 0.03
uptMetU 0.04 0.01 uptMetU 0.10 0.00 uptMetU 0.16 0.00
uptUGly  0.06 0.00 uptUGly 0.05 0.00 uptUGly 0.04 0.00
UptNGly 047 0.01 uptNGly 038 0.01 uptNGly 026 0.01
biomassa 1.00 0.06 biomassa 1.00 0.07 biomassa 1.00 0.06
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Glicerina Metanol m=0.16h

80%_20% mmol/gpcw.-h

60%_40% mmol/gpcw.h

40% 60% mmol/gpcw-h

Reacci6 FluxNet sd  Reacci6 FluxNet sd Reacci6 Flux Net sd
CO2out  0.762 0.007 CO20ut 0581 0.034 CO20ut 0.638 0.048
Metl 0.000 0.000 Metl 0.300 0.034 Metl 0.366  0.081
Met2 0.020 0.018 Met2 0.000 0.000 Met2 0.009  0.006
Met3 0.020 0.018 Met3 0.000 0.000 Met3 0.009  0.006
Met4 0.042 0.035 Met4 0.000 0.000 Met4 0.017 0.013
Met5 0.042 0.035 Met5 0.000 0.000 Met5 0.017 0.013
empl 0.577 0.040 empl 0.052 0.034 empl 0.041 0.088
emp?2 0.284 0.037 emp2 0.094 0.020 emp2 0.079  0.022
emp3 0.284 0.037 emp3 0.094 0.020 emp3 0.081  0.022
emp4 0.315 0.005 emp4 0.373 0.007 emp4 0.344 0.018
emp5 0.227 0.004 emp5 0.254 0.005 emp5 0.267  0.006
emp5B 0.227 0.004 emp5B 0.254 0.005 emp5B 0.267  0.006
emp5C 0.227 0.004 emp5C 0.254  0.005 emp5C 0.267  0.006
emp6 0.081 0.022 emp6 0.098 0.018 emp6 0.116  0.028
emp7 0.042 0.011 emp7 0.045 0.002 emp7 0.042  0.002
emp8 0.105 0.004 emp8 0.114 0.004 emp8 0.108 0.015
emp9 0.035 0.000 emp9 0.037 0.000 emp9 0.035  0.000
empll 0.059 0.022 empll 0.069 0.018 empll 0.057  0.002
pppl 0.531 0.040 pppl 0.008 0.036 pppl 0.000 0.000
ppp2 0.359 0.037  ppp2 0.007 0.027  ppp2 -0.002 0.053
ppp3 0.171 0.004  ppp3 0.000 0.011 ppp3 0.002 0.035
ppp4 0.155 0.004 ppp4 -0.018 0.011  ppp4 -0.013  0.036
ppp5 0.161 0.004 ppp5 -0.009 0.011  ppp5 -0.007 0.036
ppp6 0.161 0.004 ppp6 -0.009 0.011  pppb6 -0.007 0.036
ppp7 0.001 0.000 ppp7 0.032 0.005 ppp7 0.002 0.018
tcal 0.035 0.014  tcal 0.040 0.018  tcal 0.039  0.015
tca2 0.095 0.004  tca2 0.108 0.005  tca2 0.097  0.004
tca3 0.095 0.004  tca3 0.108 0.005  tca3 0.097  0.004
tcad 0.031 0.002 tcad 0.036 0.002  tcad 0.031  0.002
tca4B 0.031 0.002 tca4B 0.036 0.002 tca4B 0.031  0.002
tcab 0.031 0.002  tcab 0.036 0.002  tcab 0.031  0.002
tca5B 0.031 0.002 tca5B 0.036 0.002 tca5B 0.031  0.002
tcab 0.062 0.004  tcab 0.072 0.005  tcab 0.061  0.004
uptl 0.557 0.013  uptl 0.464 0.016 uptl 0.408  0.046
upt2 0.043 0.007 upt2 0.300 0.030 upt2 0.382  0.079
uptMetN  0.038 0.004 uptMetN  0.263 0.027 uptMetN  0.336 0.070
uptMetU  0.005 0.001 uptMetU 0.038 0.004 uptMetU 0.046 0.010
uptUGly 0.075 0.002 uptUGIly 0.062 0.002 uptUGly 0.049 0.006
uptNGly 0.480 0.011 uptNGly 0.382 0.014 uptNGly 0.358 0.040
biomassa 1.000 0.077 biomassa 1.000 0.062 biomassa 1.000 0.083
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Capitol 5

Introduccio

L analisi de fluxos metabolics mitjancant diferents técniques de *3C é una eina cada vegada més
valorada en el camp de la biologia de sistemes aplicada a I’estudi del metabolisme microbia.
Usualment, I’analisi de fluxos mitjancant técniques de marcatge isotdpic amb *3C es basa en la
deteccio dels patrons de marcatge dels aminoacids proteics utilitzant tecniques com NMR (o MS),
tal i com s’ha descrit en els capitols previs d’aquest treball. Per aconseguir aquesta informacié son
necessaris temps de marcatge relativament llargs, ja que és indispensable aconseguir un estat
estacionari isotopic per tal d’obtenir consisténcia en les mesures realitzades. Es en aquest estat
quant I’enriquiment de les cadenes carbonades dels metabolits precursors primaris és igualment
present en els aminoacids proteics [1] [2] [3] [4].

La mesura directa de I’enriquiment isotopic de metabolits primaris intracel-lulars ens permet una
reduccié del temps considerable dels experiments de marcatge a més de la obtencié d’informacid
addicional del comportament biologic amb el temps del nostre sistema. En conseqiiéncia, obtenim
una determinacié més acurada dels fluxos, incloent fluxos més enlla del metabolisme central de
carboni [5] [6]. No obstant, calen tecniques precises de presa de mostra i extraccid de metabolits
cel-lulars per a realitzar una quantificacio acurada dels metabolits intracel-lulars. Afortunadament,
recentment s’ha desenvolupat una metodologia de presa de mostra rapida i d’extraccié de
metabolits adequada per a cél-lules de P. pastoris creixent amb glucosa [7], oferint aixi la
possibilitat d’estudiar el metaboloma d’aquest llevat i I’aplicacidé de técniques d’analisi de fluxos
metabolics basades en la mesura directa d’enriquiment isotopic de metabolits intracel-lulars. En
aquest capitol, s’han validat els protocols per a I’analisi metabolomica per a cél-lules creixent en
presencia de metanol.

La utilitzaci6 de més d’una font de carboni es interessant en el context metodologic de calcul de
fluxos mitjancant *C, ja que encara no s’ha descrit cap estudi comparatiu de metodologies d’analisi
de fluxos metabolics basades en '*Cper a aquest tipus d’estratégies de cultiu per a cap
microorganisme . A més a més, tenint en compte que I’estimacié de fluxos metabolics pot ser
dependent de la técnica aplicada, la combinacié de les diferents técniques de quantificacié *C aixi
com la utilitzacié d’una eina matematica adequada, podria generar una descripcid fenotipica
metabolica més acurada [8] .

En els capitols anteriors s’ha estés el formalisme classic d’analisi de fluxos metabolics en P.
pastoris sota condicions de creixement amb mescles de glucosa-metanol utilitzant patrons de
marcatge *C d’aminoacids proteics com a restriccié del sistema plantejat (Capitol 3). Ara bé,
aquesta técnica no ens va permetre una caracteritzacié quantitativa acurada del metabolisme del
metanol i les vies relacionades, ja que no hi ha cap ruta de sintesi d’ aminoacid proteic directament
relacionat amb intermediaris metabolics d’aquesta via (Capitol 1).

Aixi doncs, en aquest estudi s’ha utilitzat per primera vegada la informaci6 provinent del marcatge
3C procedent dels metabolits primaris per a estimar la distribucié de fluxos en cél-lules de llevat
creixent en una barreja glucosa-metanol com a font de carboni. Comparat amb els estudis realitzats
en els capitols anteriors, la xarxa metabolica inicialment formulada s’ha estes, permetent aixi
I’adquisicié de nous coneixements sobre la topologia del sistema biologic en estudi, incloent
informacio sobre el grau de reversibilitat de diferents reaccions metaboliques de la xarxa.
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Finalment, la comparacié entre la distribucié de fluxos metabolics obtinguda mitjancant la
metodologia de *C-MFA basada en dades procedents de quantificacié directa de metabolits
primaris amb espectrometria de masses (MS), ens permeteren validar I’estudi realitzat en el Capitol
3 mitjangant NMR.

Amb els resultats de MFA obtinguts, s’ha estudiat el balan¢ de cofactors del sistema per tal de
formular noves hipotesis sobre el comportament metabolic de P. pastoris en condicions de co-
assimilacié de glucosa i metanol.

Materials i métodes

Soques i condicions de cultiu

En aquest estudi s’ha utilitzat una soca recombinant derivada de P. pastoris X-33 (Invitrogen), la
qual té el plasmid pGAPaA (Invitrogen) integrat al seu genoma [9].

Es realitzaren experiments en continu per duplicat en bioreactors de 2L de volum (Applikon, The
Netherlands), amb un volum de treball final d’1L, i utilitzant una unitat de control Sartorious
Biostat B*. EI medi de cultiu utilitzat fou el mateix anteriorment descrit [10]. Concretament, les
quantitats de carboni i font de nitrogen en el medi continu foren reduides per tal d’obtenir una
concentracié de biomassa en estat estacionari al voltant de 4g/l. La relaci6 entre els dos substrats
glucosa:metanol fou de 4:1, és a dir, es mantingué la mateixa relacié descrita en el Capitol 3. Tots
els altres components del medi es reajustaren per tal d’obtenir una concentracié residual
comparable amb els cultius previs. De la mateixa manera, el medi per I’etapa inicial en batch fou
reajustat per tal d’obtenir uns valors de biomassa finals adequats. Aixi, el medi per a I’etapa inicial
fou: 8 g/l glicerol, 0.9 g/l acid citric mono hidratat, 12.6 g/l (NH4),HPO4, 0.5 g/l MgSQ,.7H,0, 1.5
g/l KH,POy4, 0.02 g/l CaCl,.2H,0, 5 ml/l de la soluci6 de sals traga i 2 ml/l d’una solucié de Biotina
(0.2g/1). La composici6 del medi en continu fou: 7.04 g/l glucosa mono hidratada, 1.6 g/l metanol,
0.915 g/l acid citric , 2 g/l (NH4):HPO,, 0.3 g/l MgSO4.7H;0, 1.4 g/l KH,PO,4 0.01 g/l
CaCl2.2H20, 0.5 ml/I de la solucié sals traca i 0.3 ml/lI de Biotina (0.2g/l). La composici6 de les
sals traca fou la mateixa descrita en la bibliografia [10].

Els cultius pre-inocul es realitzaren en matras agitat de 1 | de volum, amb 200 ml de medi YPD
(10g/l extracte de llevat, 20 g/l peptona i 10 g/l glucosa). El cultiu s’incuba entre 20-24 hores a 30
°C a 250 rpm. Posteriorment es centrifuga i les cél-lules es resuspenenen en 100 ml d’aigua esteéril
per inocular el reactor. Un cop finalitzada I’etapa de ‘batch’, indicada pel perfil de CO, del cultiu
(aproximadament 24 hores després d’inocular el reactor), s’inicia la fase en continu, mantenint les
condicions carboni-limitants amb una velocitat d’alimentacié de 0.09h™. L’aeracié es controla
mitjancant cabalimetres massics (5850 Smart Mass Flow Controller, Brools Instrument) amb un
valor fixat d’1 | per minut. El valor de pO, es mantingué per sobre del 40 %, assegurant aixi
condicions completament aerobiques. Les concentracions d’O, i CO, en la sortida de gasos es
mesuraren mesurades en temps real utilitzant analitzadors d’infraroig (NGA 2000, Rosemount,
USA). Tots els altres parametres de cultiu es fixa de la mateixa manera que en els experiment
anteriors (Capitol 3).
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Experiment de marcatge

Després d’un minim de cinc temps de residencia amb el cultiu en condicions estables, es canvia
I’aliment inicial **C per un medi amb la font de carboni totalment marcada amb **C. La composicié
isotopica de la font de carboni del medi *C s’escolli d’acord amb el plantejament proposat per Néh
& Wiechert [11]. Aixi, la glucosa introduida fou una barreja de 80% [1-*C4] i 20% [U-'3Cq]. Pel
que fa al metanol, s’escolli es marca totalment 100% [U-"3C.]. Immediatament després del canvi de
medi, s’extragueren més de 10 mostres del brou de cultiu durant els primers 5 min, continuant amb
aquest procés durant les 6 hores seglients, durant les quals s’extragueren 10 mostres més
distribuides en el temps.

Presa de mostra i mesura de les concentracions dels metabolits

Les mostres necessaries per la mesura de concentracions dels metabolits i aminoacids es realitzaren
aproximadament 1 hora abans de I’inici de I’experiment de marcatge amb **C, utilitzant la
metodologia de mostreig rapid [12]. S’utilitza el protocol d’extraccio i processament de les mostres
recentment descrit per a P. pastoris creixent amb glucosa [7].

Per tal d’obtenir una quantificacié dels metabolits i aminoacids intracel-lulars acurada, s’aplica la
metodologia ID-MS (Dilucio Isotopica per espectrometria de Masses) [13] [14], on 120 [JI d’un
extracte cel-lular *C utilitzat com a patré intern (4°C) s’afegi directament sobre el filtre amb les
cel-lules de la mostra retingudes. Aquest extracte cel-lular, conté tots els metabolits i aminoacids
uniformement marcats amb *C (U-"3C) i s’obtingué a partir d’un cultiu en discontinu alimentat
(fed-batch) de S. cerevisiae, on s’utilitza des del moment inicial font de carboni totalment marcada
amb **C, concretament una barreja de glucosa U-*C i etanol U-*3C, tal i com es descriu a [13]. Per
a cadascun dels experiments de marcatge realitzats, s’extragueren un total de 20 mostres del
bioreactor. Els temps de presa de mostra es seleccionaren d’acord amb el disseny exponencial
proposat per N6h [11]. L’extraccié de metabolits es dugué a terme d’acord amb el protocol descrit
per Carnicer [7], una vegada feta la comprovacio prévia. Tots els passos successius a la presa de
mostra es realitzaren de la forma préviament descrita a [15]. Les mostres obtingudes durant
I’experiment de marcatge s’analitzaren mitjancant LC/MS i GC/MS [16]. Finalment, es corregi la
distribuci6 dels isotopomers massics obtinguda per tal de tenir en compte el pas de derivatitzacid
prévia la injeccio en el detector, aixi com I’impacte dels carbonis no marcats, utilitzat una eina de
correccié de MS [17].

Analisi de fluxos metabolic basat en dades de marcatge amb *C en condicions no
estacionaries (INST-*C-MFA)

La xarxa metabolica utilitzada en aquest capitol per a I’analisi de fluxos metabolics és una
modificacid de la préviament descrita en el capitol 3 d’aquest treball. Tal i com és discuteix en la
seccid de resultats, el model metabolic inicial s’ha estes, incorporant el metabolisme de la trehalosa,
reaccions de la piruvat deshidrogenasa i reaccions reversibles per la sintesis d’alguns aminoacids
(Ala, Asp i Glu). Aixi dons, el model metabdlic utilitzat en aquest capitol conté un total de 37
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metabolits i 79 reaccions metaboliques (incloent els fluxos bidireccionals),(veure Apendix 1), de les
quals es limitaren17 fluxos independents en base a les segiients premisses:

1) la mesura dels substrats i productes consumits /produits ( 3 fluxos)

I1) les reaccions de sintesis de biomassa, formulades a partir de la composicié de biomassa en
P. pastoris creixent en la barreja de glucosa/metanol utilitzada en aquest estudi, descrita
al Capitol 2. (9 fluxos).

I11) reaccions en la xarxa metabolica capaces de formar dos compostos simetrics (Met2, Tca4,
Tcab fwd&bwd), les quals es forcaren a tenir la mateixa distribucié de flux amb una
divisié de 1:1 per a cadascuna de les formes produides.(4 fluxos).

IV) una restricci6 de flux (emp11C=emp11D) per la font de piruvat *?C. Aquests dos fluxos
(entrada i sortida de “2C-piruvat)foren restringits a tenir el mateix valor per tal de
mantenir el balang de carboni global inalterable (1 flux).

Per tal de realitzar la simulaci6 de les diferents distribucions d’isotopomers massics, s’utilitza el
concepte de cumomer on no s’observa la posicié del carboni marcat sind quants carbonis *C hi ha
en la molécula observada [6]. La distribucié de fluxos de carboni en la xarxa establerta és determina
com el millor ajust possible donat entre els fluxos calculats i la distribuci6 d‘isotopomers massics
simulada, tenint en compte els fluxos extracel-lulars mesurats i les distribucions massiques
mesurades per els diferents metabolits de la xarxa ponderats per la variancia experimental
obtinguda. El valor experimental de la variancia s’estima d’acord amb experiments previs com a
variancia constant amb un valor del 2% per a totes les distribucions mesurades. La solucié numerica
i I’estimacié de parametres basada en maximitzar I’equacié de ‘likelihood’ del model dinamic
isotopomeric s’obtingueren utilitzant el programa de calcul gPROMS 3.1 (PSE Limited, London).
Concretament, per a I’estimacio de parametres s’utilitza el model SRQP (algoritme iteratiu) per
resoldre problemes no lineals, el qual incorpora un métode pre-programat seqiiencial quadratic. Per
al calcul de la desviacio estandard dels fluxos calculats s’utilitza la matriu de variancia- covariancia
dels parametres del model, calculada d’acord amb la informacié de la matriu de Ficher
implementada en gPROMS. EI vector dels parametres es construi amb els fluxos lliures (graus de
llibertat: 79 fluxos — 37 equacions de balang -17 restriccions = 25 parametres) i les concentracions
no mesurades (10 parametres). Cal comentar que es considera un valor acceptable per a tots els
resultats presentats en aquest treball quan el minim valor de residual ponderat assolit fos menor que
el x* a un nivell de confianca del 95% per als corresponents graus de llibertat. Per reaccions
altament reversibles, s’introduiren fluxos bidireccionals, és a dir reaccions endavant (fwd) i
reaccions endarrere (bwd) separades. Les mesures massiques d’isotopomers utilitzades per
I’estimacid de parametres es representen en la Figura 8 i llistades en I’ Apendix 4.

En total, s’utilitzaren 80 fraccions d’isotopomers massics en 20 punts diferents (1600 punts
d’informacid) per la simulacid i es consideraren 27 concentracions intracel-lulars determinades
abans de I’inici de I’experiment amb **C.
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Analisis termodinamic de la xarxa metabolica utilitzada.

La consisténcia de les concentracions intracel-lulars dels metabolits mesurades es verifica d’acord
amb la segona llei de la termodinamica: Una reacci6 solament pot ocorrer en la direccié d’un canvi
negatiu d’energia negativa de I’energia lliure de Gibbs [18]. Aquest enfocament, basat en la xarxa
metabolica establerta, també ens permet estimar el rang de la concentraci6 d’algun metabolic que
no ha estat possible de mesurar experimentalment. Els calculs per verificar la consisténcia de les
dades de metabolomica i la xarxa metabolica s’efectuaren utilitzant un programa de calcul (anNET)
desenvolupat per Zamboni [19]. Donat que en la realitzacié de tots els calculs termodinamics
s’utilitzaren concentracions molars, ha calgut fer la conversié dels resultats experimentals
(expressats en mmol/gpcw) considerant diferents valors de volums cel-lulars, ja que no disposem de
mesures experimentals del volum real de P. pastoris en les condicions de cultiu fixades. Basant-nos
en estudis previs amb S. cerevisiae, s’escolli un interval entre 1.4 i 2 ml/gpcw [20]. Tot i aquesta
aproximacio, els valors de les restriccions termodinamiques obtinguts foren equivalents
independentment del volum cel-lular escollit. Per tant, es fixa arbitrariament un volum cel-lular mig
de 1.7 ml/gpcw per a dur a terme I’analisi amb el programa anMET. D’altra banda, degut a la
manca d’informacié sobre el volum dels diferents compartiments cel-lulars, solament es tingué en
compte el citosol com a Unic espai intracel-lular i tots els metabolits provinents de la via glicolitica i
pentoses fosfat foren inclosos en aquest compartiment, incloent les reaccions d’assimilacié de
metanol. Els metabolits provinents del TCA no foren inclosos en aquest analisi.

Tots els rangs de concentracio factibles dels diferents metabolits intracel-lulars mesurats es varen
calcular d’acord amb el seu valor experimental mitja i amb la seva desviacié estandard, definint el
possible valor inferior i el superior d’acord amb una distribuci6é de t- Student amb un interval de
confianca del 80% . Per a tots aquells metabolits no mesurats, es va establir un possible rang de
concentracié (Figura 5). Aquets rangs de concentracié foren minimitzats amb I’ajut de I’analisi
‘NET’ per tal de complir les restriccions termodinamiques [20] [21].

Tal i com es feu amb el volum cel-lular, s’assumi una forca ionica intracel-lular de 0.15 M, d’acord
amb dades experimentals de S. cerevisiae obtingudes per aquets parametre [22], mentre que el pH
intracel-lular es fixa a 7.2 d’acord amb mesures experimentals del citosol de P. pastoris
(comunicacié personal D. Mattanovich, BOKU, Viena). Aquest valor de pH és lleugerament més
elevat que el descrit en la bibliografia per S. Cerevisiae [23]. De la mateixa forma que amb el cas
del volum cel-lular, es consideraren diferents valors de pH (7.0 , 7.2 i 7.5) per a realitzar els
calculs..

Procediments analitics

Analisis de biomassa

La concentracid cel-lular es va seguir mitjancant la densitat optica dels cultius a 600 nm (ODggo).
La mesura del pes sec (Cell Dry Weight, CDW) es realitzar prenent 5 ml de brou de cultiu, el qual
es filtra utilitzant filtres de fibra de vidre (Millipore 0.45 [Jm) previament pesats i assecats. La pasta
cel-lular retinguda al filtre es renta dos cops utilitzant el mateix volum d’aigua destil-lada i
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posteriorment assecada durant 24h. en una estufa a 100 °C. Cada una de les mostres extretes
s’analitza per triplicat, tant per ODgoo COM per pes sec .

La composicié macromolecular i elemental de la biomassa utilitzada en aquest estudi fou la descrita
en el Capitol 3 d’aquest treball, és a dir, corresponent a cél-lules cultivades en condicions de
creixement analogues a les descrites en aquest estudi. La recuperacié de carboni en el balang
macroscopic abans del pas de reconciliacié fou superior al 98% en tots els experiments realitzats.
Aixi mateix, es verificaren les dades experimentals mitjancant procediments de reconciliacio i
utilitzant la consistencia estandard de les dades sota les restriccions de conservacié de les relacions
elementals, seguint la mateixa metodologia utilitzada en capitols anteriors [22][23][24]. Aixi doncs,
el test de consisténcia estadistica de les dades experimentals dels cultius en continu realitzats es
realitza amb un nivell de confianca del 95%, indicant que no havia cap indici d’errors considerables
en cap de les mesures.

Quantificacié de metabolits extracel-lulars

Les mostres del brou de cultiu (per triplicat, 5 ml cada replica) per a I’analisi de metabolits
extracel-lulars es centrifugaren a 6000 rpm durant 3 min amb una micro-centrifuga (Minispin,
Eppendorf) per tal d’eliminar les cél-lules del medi i seguidament es filtraren mitjancant filtres de
0.45 Om (Millipore tipus HAWP). La glucosa, metanol i altres possibles compostos extracel-lulars
s’analitzaren mitjangant HPLC utilitzant un columna d’intercanvi ionic (ICSep ICE-COREGEL
87H3, Transgenic) i 6 mM d’acid sulfdric com a fase mobil .

Resultats

Analisi dels cultius

La soca de referéncia X-33 es cultiva aerobiament en condicions carboni-limitants amb la barreja
de 80/20 de glucosa/metanol, a una velocitat de dilucié de 0.09 h™, resultant amb unes condicions
comparables a les dels experiments realitzats en el Capitol 3, excepte que en aquest estudi la
densitat cel-lular obtinguda fou inferior (4g/l). Sota aquestes condicions, tal i com era d’esperar, la
biomassa formada i el CO, produit foren els Unics productes detectats. Un cop s’assoli I’estat
estacionari (reflectit en els valors constants dels parametres macroscopics al llarg del temps), es
calcularen les velocitats de consum de glucosa, metanol i oxigen, aixi com les velocitats de
produccié de biomassa i dioxid de carboni, a partir de les mesures de biomassa formada (pes sec),
substrats residuals en el brou de cultiu i concentracions d’O, i CO, mesurades a la sortida de gasos
del bioreactor (Taula 1).
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Taulal. Consums i produccié especifics de P. pastoris creixent amb glucosa:metanol (80:20, pes:pes) com a font
mixta de carboni en cultius en continu a una []J=0.09 h™. RQ, quocient respiratori. L’index de consisténcia h fou
inferior a 5, amb una redundancia de 3 (95% nivell de significanca).

Glucosa Metanol OUR CER Biomassa RQ
(mmol/gpcwh)  (mmol/gpcwh)  (mmol/gpcw-h)  (mmol/gpew-h) nCmol/gpew-h)
-0.71 £ 0.01 -0.94 £ 0.02 -2.57 £0.03 2.03+£0.03 3.14 £ 0.04 0.79 £ 0.04

Analisis metabolomic

Donat que alguns estudis previs suggereixen que durant creixement amb metanol les cél-lules
modifiquen el gruix de la paret cel-lular [25], calgué validar aquest métode utilitzant la mateixa
temperatura de disrupcid inicialment proposada (95 °C) amb diferents temps d’ebullicio6 (3, 5, 71 10
minuts), incloent el proposat per el metode propiament amb la finalitat d’observar quin temps optim
amb contacte amb I’agent extractor (Etanol 75%) és necessari per assegurar una ruptura total de les
cel-lules Figura 1.

Comprobacid d'extraccié aminoacidica a diferents temps amb la solucio extractora
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Figura 1. Concentracions intracel-lulars dels diferents pools d’aminoacids de P. pastoris amb diferents temps
d’exposicid a I’agent extractor. L’agent extractor utilitzat fou una dissolucié a 75% en volum d’etanol amb aigua
destil-lada a 95°C de temperatura.

Tal i com s’observa en la figura anterior existeixen diferencies amb el valor absolut del pool a
diferents temps, obtenint la major concentracié d’aquest a 5 minuts, que es el temps proposat per
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Carnicer [7], utilitzant glucosa com a Unica font de carboni. Aixi dons, s’utilitza aquest protocol
durant els experiments de marcatge utilitzant metanol com a co-substrat. Aproximadament 1 + 0.01
g del brou de cultiu fou rapidament extret del bioreactor i immediatament mesclat amb 5 ml de la
solucié de parada metabolica [7] préviament refredada a -40°C per cadascuna de les mostres
extretes.

En general, els valors de concentracions intracel-lulars obtinguts pels metabolits del metabolisme
central del carboni i aminoacids (Figures 2, 3, 4 i Apéndix 3) foren comparables als descrits
préviament per a P. pastoris creixent en condicions analogues (medi de cultiu basal, velocitat de
diluci6) pero amb glucosa com a uUnica font de carboni utilitzant [7]. Les principals diferencies
observades s’observaren a la part alta de la glucdlisi, especialment amb els metabolits glucosa-6-
fosfat (GIc6P), fructosa-6-fosfat (Fru6P) i fructosa-1-6-bi-fosfat (FBP), les concentracions dels
quals foren superiors en condicions de creixement amb la barreja glucosa:metanol. Es interessant
senyalar que el valor de xilulosa-5-fosfat (Xul5P) fou inferior en el cas de cél-lules crescudes amb
glucosa:metanol, indicant una clara influencia de la activitat de la via d’assimilacié del metanol.
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Figura 2. Concentracions intracel-lulars dels diferents metabolits de P. pastoris X-33 sota condicions de
creixement amb una barreja de glucosa:metanol com a font de carboni. Les concentracions s’expressen en

Omol/gocw.
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Figura 3. Concentracions intracel-lulars de metabadlits en P. pastoris X-33 sota condicions de creixement amb una
barreja glucosa/metanol com a font de carboni. Les concentracions s’expressen en [Jmol/gpcw.
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Figura 4. Concentracions intracel-lulars dels diferents pools de coenzims i nucledtids en P. pastoris creixement
amb glucosa/metanol.

Tal i com ja s’ha descrit en la seccié de Materials i Métodes, s’ha portat a terme una analisi de
consistencia termodinamica per tal de validar el resultat de I’analisi metabolomica [18] [20], el qual
esta basat en el principi que les concentracions intracel-lulars estan restringides per la segona llei de
la termodinamica, permetent direccionalitats especifiques per les diferents reaccions metaboliques.
Per a la realitzacié d’aquesta analisi requeri considerar les seglients suposicions:
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I) Es tingueren en compte la majoria de fluxos més rellevants del metabolisme central del
carboni, (excepte el TCA) inclosos a la xarxa estequiométrica metabolica descrita en el
Capitol 3), a més a més de la introducci6 de la reaccid de la fructosa-1-6-bi-fosfatasa
(FBPase).

I) El citosol i el peroxisoma cel-lular s’agruparen com un compartiment unic.

II)El valor dels diferents rangs dels metabolits no mesurats foren restringits per els limits
termodinamics possibles.

IV)L’impacte en el calcul de la compartimentalitzacié sub-cellular fou ignorada per els co-
factors.

Cal destacar que la majoria de concentracions dels intermediaris metabodlics foren
termodinamicament consistents amb les direccionalitats de les reaccions incloses al model
metabolic. Només es troba una petita excepcio, la qual involucra els metabolits de la branca no-
oxidativa de la ruta de les pentoses fosfat (Figura 5). La consisténcia termodinamica d’aquesta via
nomeés es pogué aconseguir utilitzant una configuracio diferent de les reaccions plantejades,
concretament pel cas de la reaccio de les transaldolases (Figura 6). Aquesta inconsisténcia ha estat
descrita en diferents estudis metabolomics de S. cerevisiae [26] [27] i P. pastoris [28] creixent amb
glucosa. Aquesta inconsistencia pot ser eliminada si es considerés la possibilitat d’incorporar
reaccions alternatives com és el cas d’una reaccid pont entre les reaccions formades per la
transcetolasa i la transaldolasa. Aquesta possible reaccié (Xul5P+Rib5P<=Fru6P+E4P) ens permet
una distribucié de fluxos metabolics consistent amb les restriccions termodinamiques derivades del
valors dels diferents metabolits intracel-lulars, tal i com s’ha proposat per a S. cerevisiae [27]. No
obstant, cal remarcar que aquesta inconsisténcia no pot ser avaluada d’una forma precisa amb els
valors obtinguts en aquest treball, tenint en compte els intervals de confianca de tots el parametres
termodinamics i el fet que la major part de reaccions relacionades amb les pentoses fosfat estan
molt a prop de I’equilibri termodinamic.
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Figura 6. Energia lliure de Gibbs de les reaccions del citosol per a P. pastoris creixent amb glucosa/metanol com
a font de carboni.
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D’altra banda, per tal d’analitzar més detalladament el comportament d’algun dels punts o nodes de
la xarxa metabolica, se’n calcularen les relacions d’accié massica (MAR) corresponents [18] (Taula
2). Sorprenentment, dos de les relacions calculades, corresponents a I’enolasa (ENO) i la
fosfomanosa isomerasa (PMI), foren significativament diferents de les descrites anteriorment [21]
[7]. El valor MAR calculat per la PMI en aquest estudi fou relativament inferior al descrit per la
constant d’equilibri [29], suggerint una activitat inferior d’aquesta via quan s’utilitza una barreja de
glucosa/metanol enlloc de glucosa com a font de carboni.

Les concentracions dels diferents pools d’aminoacids calculades ens aquest estudi es varen
comparar amb les mesurades previament per la mateixa soca amb glucosa com a Unica font de
carboni. Tot i que, a grans trets, la majoria de concentracions dels diferents aminoacids segueix el
mateix perfil descrit per a P. pastoris creixent amb glucosa com a Unica font de C, les
concentracions d’aquests pools mesurades en cél-lules crescudes amb una barreja glucosa/metanol
foren generalment més reduides . Ara bé, aquestes diferencies només foren significatives (amb un
p-valor < 0.05) pels aminoacids Typ, Met, His i Glu.

Les concentracions extracel-lulars de la majoria de metabolits mesurats en cultius de substrats
mixtes foren relativament inferiors comparades amb les mesurades en treballs previs en condicions
analogues pero utilitzant glucosa com a Unica font de carboni. D’altra banda, dos dels metabolits
mesurats, la glucosa residual (extracel-lular o intracel-lular??) i trehalosa intracel-lular foren
significativament superiors en les condicions d’aquest estudi.

Taula 2. Comparacié de les relacions d’accid6 de masses entre diferents vies del metabolisme central sota
diferents condicions de cultiu. PGI, fosfoglucosa Isomerasa; PMI, Fosfomanosa Isomerasa; ENO, Enolasa; FMH,
Fumarasa.

i Relacié d’acci6 de P. pastoris S. cerevisiae
masses glucosa:metanol glucosa® glucosa”
PGI Fru6P/Glc6P 0.22 +0.03 0.22+0.11 0.26 £ 0.00
PMI Man6P/Fru6P 0.36 + 0.08 1.27 £0.06 1.18+0.01
ENO Pep/PG2 3.3+0.29 1.67+£0.10 4.01+0.09
FMH MAL/FUM 3.7+215 5.25+0.38 5.15+0.14

®Dades extretes de [7]
®Dades extretes de [29]

Temps d’intercanvi dels metabolits principals del metabolisme de P. pastoris.

Un cop determinades les concentracions dels metabolits intracel-lulars juntament amb la distribucio6
de fluxos a través del metabolisme central, una estimacio dels temps d’intercanvi d’aquets pools pot
ser calculat (Figura 7). Aquests temps d’intercanvi donen una idea de la rapida distribucio del
carboni per tota la xarxa metabolica, perd com es veu reflectit en la Figura 9 és necessari més temps
per arribar a un intercanvi total del metabolit en questié. D’altra banda, es interessant observar la
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mateixa tendéncia que en la Figura 9 on els intermediaris del cicle dels TCA tenen un enriquiment
més lent, fet que també és veu representat en aquesta Gltima figura.

Sembla ser, que el perfil en el temps d’intercanvi per la soca X-33 creixent amb glucosa o glucosa-
metanol segueix el mateix comportament, amb petites diferéncies en la part superior de la xarxa
(glucalisi), on es reflexa un major temps per el cas de glucosa com a Unica font de carboni, i en el
cicle dels TCA on la co-assimilacio de glucosa-metanol requereix de més temps per reemplacar el
contingut de carboni.

Temps de regeneracié dels difents pools
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Figura 7. Temps de regeneracio intracel-lulars per el metabolisme central de P. pastoris amb condicions
d’alimentacid de Glucosa (Carnicer 2011) i glucosa-metanol.

Marcatge dinamic amb **C i extincié de la xarxa metabolica

Les distribucions d’isotopomers massics obtingudes després del pas de simulacié es mostren el la
Figura 7. Tal i com s’esperava I’enriquiment dels intermediaris del cicle dels TCA al igual que en
els carbohidrats de reserva, com la trehalosa, mostren una lenta incorporacié de carboni marcat
comparat amb els metabolits de la glucolisi o la via de les pentoses fosfat. Tots els intermediaris
glucolitics assoleixen un estat estacionari isotopomeéric més o menys després de 15 minuts del canvi
de substrat, amb variacions inferiors a 5% després de 4 hores de marcatge. S’ha de remarcar que,
encara que aquest enriquiment és rapid, és molt més lent que I’esperat basat amb els calculs
realitzats tenint en compte les concentracions de cada pool i el flux que circula a través d’aquest
(Figura 6). Aquest retard en I’enriquiment ha estat observat en sistemes eucariotics i pot ser explicat
en la seva majoria pel flux d’intercanvi amb els polimers de reserva (trehalosa i glicogen) [30].
D’altra banda, a més d’aquest retard, s’observaren patrons de marcatge inesperats com és el cas de:

Glucosa-6-fosfat (Glc6P)
Les mesures d’aquets metabolit son basades amb el fragment que conte els atoms de carboni Cs-Cg,

degut a la derivatitzaci6 anteriorment comentada. Cal remarcar dues observacions diferents pel que
fa a I’enriquiment d’aquest metabolit. Comparant els resultats amb altres condicions experimentals,
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I’enriquiment *3C el la GIu6P és superior a I’esperat a partir del seu metabolit precursor, la glucosa
extracel-lular.

Basant-nos en la composicié del medi subministrat (20% [U-"*Ce], 80% [1-'3C:] glucosa), el
fragment C3-Cq hauria d’estar un 80% no marcat i un 20% totalment marcat. A més, la fraccio m.g i
m.; assoleixen valors inesperats propers al 14% en I’estat estacionari isotopomeéric. D’igual manera,
els fragments m., i m.3 assoleixen valors del 10% i 8%, respectivament. Aquestes masses (+1, +2
+3) son clarament provinents de la fixacié de metanol. Concretament, el patré del DHAP mostra un
rapid increment en la fracci6 de massa m.; , la qual entra al pool de Fru6P (via GA3P i la ruta
reversible de les pentoses fosfat), i finalment cap a GIc6P (via la possible reaccid reversible de la
PGI). D’altra banda, una altra possible via alternativa de formacié d’aquests fragments m.; i m.o,
pot ser I’activitat metabolica combinada de la fructosa-bifosfat-aldolasa i la FBPasa, les quals
poden retornar el C; marcat dins el C¢ marcat de la FBP ( C; marcat en el DHAP — C3 marcat en el
GA3P — C; 0 Cg marcat en la FBP). Posteriorment, I’activitat de la FBPasa s’encarrega de
traspassar aquest patr6 de marcatge a la fructosa-6-fosfat [31]. Finalment, cal mencionar que el
patr6 de marcatge de la Fru6P és practicament identic al patr6 mostrat per la GIc6P, indicant un flux
d’intercanvi elevat de la PGI.
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Figura 8. Rang de concentracions dels metabolits mesurats i rang més probable dels metabolits no mesurats. La
barres en blanc representen el rang préviament considerat per el calcul, les barres amb gris (metabdlits mesurats) i les
barres amb verd (metabolits no mesurats) representen els rangs de valors possibles d’acord amb les restriccions
termodinamiques aplicades per el programa. Si existeix una quantificacio erronia d’algun metabolit, el rang original
mesurat (barres amb vermell ) i els rangs de concentraci6 avang i després de I’analisi NET es mostren conjuntament.
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dinamica dels isotopomers massics dels metabolits principal de P. pastoris en cultius amb continu després del canvi de medi *C ¢
yresentats en cercles solids. Linies continues reflecteixen la simulacié amb la millor estimacié de flux utilitzant el model estes en aquest capi
resenten la simulacié amb la millor estimacié utilitzant el model definit en el Capitol 3.
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Encara que la dinamica de marcatge del pool de la GIc6P és elevat, cal introduir un flux
d’intercanvi amb els carbohidrats de reserva (en aquest cas la trehalosa). La trehalosa mostra un clar
perfil d’enriquiment, molt més rapid que si fos comparat amb un flux net de sintesi (velocitat de
sintesi a /7= 0.09h™), indicant una clara sintesi i degradacié simultanies de la trehalosa..

Tenint en compte aquestes observacions, tant la sintesis i degradacio de la trehalosa com la reaccio
de la FBPasa, s’inclogueren en la xarxa metabolica, reduint aixi la diferéncia entre la cinética dels
enriquiments **C mesurats i la els simulats en la part alta de la glucdlisi (Figura 9).

Piruvat

L’enriquiment del piruvat és clarament més lent que si el comparem amb el seu precursor PG2. Es
conegut que I’alanina transaminasa pot alentir el patré de marcatge del piruvat degut al gran pool
d’alanina comparat amb el pool de piruvat i I’acoblament directe entre aquests dos pools amb un sol
pas de reaccié. D’altra banda les mesures extretes clarament indiquen que no és possible que
I’alanina sigui la Unica font que ocasiona aquest alentiment en I’enriquiment del piruvat, ja que
I’enriquiment de I’alanina és per ell mateix més rapid que el propiament mesurat en el pool del
piruvat. Tanmateix, esta assumit que I’enriquiment mesurat en el piruvat és la conseqiiencia de les
diferents contribucions de marca provinents de la compartimentacié (citosol i mitocondria)
conjuntament més algun flux d’intercanvi de material C en la mitocondria, encara avui dia
desconeguda. Aquesta suposicid es consistent degut a que tots els aminoacids (valina, leucina,
isoleucina) connectats amb el node del piruvat mitocondrial mostren enriquiments més lents que
I’alanina i que el propiament enriquiment ‘total” del piruvat.

Aixi doncs, seguint aquesta hipotesi de reaccions d’intercanvi desconegudes, s’introdui una entrada
de '2C, la qual produeix piruvat mitocondrial, juntament amb una sortida d’igual capacitat per
mantenir el balang de carboni global inalterable. Encara que aquesta aproximacié no és mecanistica,
ens permet estimar el flux d’intercanvi per exemple amb els components de la biomassa en aquest
node concret [31]. Aquesta entrada de carboni *2C en el pool de piruvat mitocondrial fou estimada
de ser al voltant de 1.2 mmol/gocw-h. Sense aquesta reaccié d’entrada de material no marcat, el
patr6 d’enriquiment del piruvat no podria ser reproduit.

D’altra banda, cal esmentar que aquest flux d’intercanvi podria tenir un impacte en el balang
energetic cel-lular (ATP) sent la resposta de la sintesis i degradacié d’aminoacids com els
procedents de la familia de la valina els quals representarien un cicle que consumiria ATP.

Intermediaris del cicle dels acids tricarboxilics (TCA)

En aquest cas la reproduccio de I’enriquiment mesurat en el cicle dels TCA fou millorat tenint en
compte les reaccions seglents:

I) Reaccions del bypass de la piruvat deshidrogenasa (PDH) (emp9 i emp12).
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I1) Fluxos d’intercanvi a-cetoglutarat <= Glu (aa_glu) i Oxalacetat <= Asp (aa_asp), els quals
reflexant una capacitat tamponada dels diferents pools d’aminoacids ( grans pools que
estant en constant intercanvi amb metabolits del metabolisme central menys concentrats)
puguin estar estretament relacionats amb la llangadora redox Malat/Aspartat [32].

I11)Reacci6 de I’aspartat amoni liasa la qual converteix Asp en fumarat (tca8) resultant en la
formacié de NH4, puguin reflectir I’activitat de les reaccions de transaminacio i la
renovacid de les proteines cel-lulars. Aquest flux no fou completament ben definit ja que
en el cicle dels TCA es te en compte un altra ruta paral-lela reversible, la qual pot afectar
el valors absolut del fluxos (tca7 i tca6).

Encara que el flux a través del bypass de la PDH no es considera en el model metabolic inicial (de
fet, fou inclos en la reacci6 de la PDH (Capitol 3)), la seva activitat no hauria de ser exclosa del
model tenint en compte que en llevats Crabtree negatius aquesta via esta descrita com activa.

S’ha de remarcar que en estudis previs utilitzant com a model metabolic el llevat S. cerevisiae no
s’observa la sintesis de carnitina la qual es essencial per I’enzim carnitina acetil-transferasa que
realitza el transport d’Acetil-CoA citosolic (ACCoA) cap a la mitocondria. D’altra banda una via
completa de biosintesis de carnitina a estat caracteritzada en Candida albicans amb els seus
corresponent 4 gens [33].

Interessant ment, en el genoma de P. pastoris s’han descobert gens suposadament homolegs als
descrits per candia albicans [34] [35] els quals han estat provats de ser transcripcional ment actius
[36].

Finalment, si observem el temps necessari per assolir un estat isotopomericament estable, els
metabolits del cicle dels TCA mostren un retard major (Figura 9), aixi com una dinamica
d’enriquiment més lenta comparat amb els intermediaris glicolitics. Intercanvis de carboni a causa
de les transaminacions o be per la sintesis / degradaci6 de proteines pot ocasionar una reduccié en
la velocitat d’enriquiment tal i com és descrit per estudis de simulaci6 amb marcatge *C amb
cultius en continu utilitzant el llevat S. cerevisiae [37].

Reaccions reversibles

Algunes reaccions de la via glucolitica, de la ruta de les pentoses fosfat o el cicle dels acids
tricarboxilics, son conegudes per ser generalment reversibles en condicions fisiologiques, mostrant
una mateix patré de marcatge “*C entre cadascun dels seus corresponents substrats o productes, fet
que a la vegada suggereix un elevat flux d’intercanvi entre aquests dos compostos. Tal i com s’ha
estat discutint anteriorment, els patrons de marcatge de la Fru6P i la FBP son practicament idéntics,
suggerint que ambdos enzims, la fosfofructoquinasa i la fructosa-1-6-bifosfatasa, estan actius quan
P. pastoris creix en condicions carboni-limitants , co-assimilant glucosa i metanol. Per tant,
s’introduiren totes dues reaccions d’intercanvi en el model metabolic.

Per avaluar I’impacte de les extensions i reversibilitats d’algunes reaccions assumides en el model
utilitzat en aquest capitol, es compara el resultat obtingut de la simulaci6 amb una simulacio
utilitzant el model metabolic descrit en el Capitol 3. Tal i com es pot observar en la Figura 9 (linia
discontinua), el model original no permet un ajust acceptable dels enriquiments isotopics mesurats.
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En canvi, amb el model estés, I’ajust aconseguit de les mesures realitzades €és estadisticament
acceptable, basat amb el criteri de la x? descrit en I’apartat de materials i métodes.

Fluxos obtinguts mitjancant I’analisi de fluxos metabolics en condicions de marcatge isotopic
no-estacionaries (INST) *C-MFA

Els resultats de les dues simulacions discutides anteriorment juntament amb les mesures dels
isotopomers massics obtinguts mitjancant LC-MS i GC-MS (Apendix 3), s’utilitzaren posteriorment
pel calcul de les distribucions de fluxos metabolics a través del metabolisme central de P. pastoris
sota condicions de co assimilacié de glucosa/metanol.

Tenint en compte que I’actual metodologia per la quantificaci6 metabolomic no ens permet la
lectura directa de la informacié continguda en els patrons de marcatge *C dels metabdlits
localitzats en diferents compartiment cel-lulars (intermediaris del cicle dels TCA), els valors extrets
amb GC-MS dels isotopomers massics, reflecteixen el valor mig del metabdlit concret en tot el
volum cel-lular. Aixi dons, el model descrit en aquest estudi no contempla la compartimentalitzacio
del metabolisme. Tot i tenir aquesta limitaciéo metodologica, la informacié dels patrons de marcatge
d’alguns metabolits sintetitzats a partir de pools compartimentats ens proveeixen d’informacid
addicional dels seus precursors (alguns aminoacids sintetitzats a partir del pool de piruvat
mitocondrial o citosolic i alguns intermediaris de cicle dels TCA), aixi com reaccions de transport
entre compartiments cel-lulars ( llangadores redox mitocondrials).

Generalment, la distribucio total del patré de carboni a través de la xarxa descrita (Figura 8), es
similar al patré de flux descrit utilitzant dades *C d’aminoacids proteics amb la metodologia NMR
(Capitol 3), d’aquesta forma es corrobora el formalisme matematic descrit per tal de calcular les
relacions de flux metabolic per les vies d’assimilacié de metanol (Capitol 3). Concretament, seguint
el comportament dels nodes principals de la xarxa descrita observem que:

I) La major part del flux que flueix per el pool de GIc6P entra en la via oxidativa de les PPP
(77% comparat amb el 57% calculat en el Capitol 3 utilitzant un conjunt de dades
provinent de analisis NMR).

I1) La majoria del metanol assimilat 54% es directament oxidat cap a CO,, valor inferior que
I’obtingut en el capitol 3 (79%).

I11) Existeixen grans fluxos d’intercanvi per I’oxalacetat, malat, aspartat i glutamat indican una
capacitat tamponada dels aminoacids aixi com una activitat de la llangcadora
Malat/Aspartat important, no descrita previament.

IV)EI pool de trehalosa es el responsable del reciclatge del 1.5% del flux d’entrada de glucosa.

Cal esmentar que la diferéncia observada en la distribucié del metanol podria ser explicada per la
diferencia observada entre els dos experiments degut als diferents consums especifics de metanol
(gmet). Aquest flux fou inferior en els experiments realitzats en aquest capitol comparat amb els
realitzats en el capitol 3, (-0.94 + 0.02 mmol/gocw-h amb -1.15 + 0.06 mmol/gpcw-h
respectivament), com a resultat de una menor relacid Qumetanol/Jciucosa- T€NINt €en compte que la via
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d’oxidaci6 cap a la formacié de CO, pot ser considerada com una via de desintoxicacid, per tal
d’eliminar el formaldehid i I’acid formic, consums menors de metanol poden tenir com a resultat en
menor activitat de la via dissimilatoria [38] [39].

L’intercanvi de flux elevat al voltant de I’oxalacetat, el malat, I’aspartat i el glutamat podria indicar,
comentada anteriorment, una activitat important de la Ilancadora Malat/Aspartat [32]. Aquesta
suposicid és coherent amb els resultats obtinguts a partir de dades extretes dels diferents
experiments de marcatge amb posterior analisis mitjancant NMR [36] (Capitol 3 d’aqueta tesi), on
la fraccié mesurada d’enllagos intactes C,-C3 de I’oxalacetat foren aproximadament identiques tant
per el pool mitocondrial com per el pool citosolic. Les dades extretes amb aquesta metodologia
també ens indiquen una alta reversibilitat de les interconvercié del oxalacetat citosolic amb
diferents intermediaris citosolics del cicle dels TCA, reafirmant la participacio de I’aspartat, i de la
Ilancadora redox del malat per realitzat el transport d’equivalents de reduccidé a través de la
membrana mitocondrial.

Encara que la distribucio real de fluxos al voltant del model del piruvat no esta del tot clara,
requerint experiments addicionals, el conjunt de dades extretes mitjancant MS clarament suporten
una activitat significativa de la PDH ( un 30% del ACCoA mitocondrial podria ser importat a partir
del pool citosolic), el qual no fou possible de discriminar utilitzant un analisis en estat estacionari
basat en restriccions amb “*C-NMR.

Es important destacar que, I’analisi de flux basat en MS, ens a proporcionat nous coneixements
sobre parelles de reaccions bidireccionals. En particular, les dades procedents de les analisis de MS
reflectiren un flux gluconeogeénic a través de la dihidroxiacetona fosfat (DHAP) i la gliceraldehid
fosfat (GA3P) cap a la formacié de Glc6P. A mes a mes, aquest flux gluconeogénic ha resultat ser
termodinamicament consistent amb les mesures dels diferents metabolits pertanyent a la via de la
glucolisi (Figura 6 i Figura 7).

Aixi doncs, la combinaci6é de I’analisi metabolomic juntament amb el conjunt de dades extretes
basades en MS, poden ser molt més precisos en la determinacié de les direccionalitats o
reversibilitats del flux al igual com I’estequiometria en la branca no-oxidativa de la via de les
pentoses la qual, s’ha descrit de ser particularment complicada de determinar acuradament en
estudis previs amb co-alimentacié amb metanol utilitzant relacions de fluxos tal i com és comenta
en el capitol anterior [40]. Els fluxos determinats en el cicle dels TCA mostren una incertesa més
elevada que en la resta de la xarxa, ja que les transicions després del node del piruvat son
relativament lentes. L’estimacid del valor del flux absolut ens suggereix fluxos d’intercanvis molt
elevats degut a que els patrons d’enriquiment son similars en tots els metabolits del cicle, amb
I’agreujant de la lenta dinamica d’enriquiment la qual ocasiona poca precisio en la determinacio del
valor final (desviacions estandard elevades).
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Figura 10. Distribuci6 de fluxos metabdlics basada en I’experiment de marcatge isotopic no estacionari amb*C i
la xarxa metabolica ampliada. Tots els fluxos son donats en [Jmol/gpcw-h. el valor superior representa el flux net en la
direccio de les fletxes, el valor inferior representa el valor del flux reversible (en valor absolut). Tots els valors dels
fluxos estan representats en I’Apéndix 4.
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Generacio i consum de cofactors

Tenint en compte I’estimacié de fluxos basats en marcatge *3C (en la soluci6 dels quals solament es
tingué en compte el balang de carboni juntament amb substrat marcat) s’ha reconstruit el balang de
cofactors utilitzant el model estequiometric descrit en aquest capitol (Apéndix 1) incloent-hi la
majoria de cofactors com ATP, NADH i NADPH.

NADPH

Tal i com s’observa en el Capitol 3 d’aquest treball, la co-assimilacié de metanol té un impacte
significatiu en la distribucio de fluxos entre la via glucolitica i la via oxidativa de les pentoses
fosfat. Es canalitza substancialment més carboni per aquesta darrera via quan les cél-lules creixen
amb una barreja glucosa/metanol que quan utilitzen amb glucosa com a Unica font de carboni.
Consequientment, el flux de regeneracié de poder reductor (NADPH) per la branca oxidativa de les
PPP és superior en el cas glucosa-metanol que en el de glucosa [28] (1.1 £ 0.1 contra 0.85+ 0.04
mmol/gocw-h, respectivament). En principi, donat que la ruta de les PPP és la via principal de
formacié de NADPH citosolic, el flux a través de la branca oxidativa esta directament correlacionat
en la demanda biosintética d’equivalents de reduccié [41]. Tanmateix, la co assimilacié de glucosa-
metanol no resulta en un increment dels rendiments biomassics comparats amb el creixement sota
condicions amb glucosa pura com a font de carboni (Capitol 3). Aquest fet, ens suggereix que s’ha
de generar una demanda extra de NADPH en algun punt del metabolisme. De fet, els requeriments
de NADPH biosintetics calculats en aquest treball foren de 0.97 + 0.07 mmol/gocw-h. Tot i que
aquest valor no és significativament diferent, és Ileugerament inferior al total de NADPH generat en
la via de les pentoses. En canvi, la demanda d’equivalents biosintétics per cél-lules creixent amb
glucosa com a Unica font de C fou exactament el generat en la branca oxidativa de les pentoses. Es
interessant senyalar que alguns llevats Crabtree negatius semblen tenir algun altre mecanisme
involucrat en la re-oxidacié del NADPH produit en la PPP, per exemple mitjancant deshidrogenases
mitocondrials externes alternatives, les quals utilitzen com a substrat el NADPH [42]. D’altra banda
quan el llevat Pichia augussta és cultivat amb glucosa en cultius discontinus alimentats, es produeix
un exces d’un 40% de NADPH en relacio als requeriments per la sintesis de biomassa, suggerint la
presencia encara desconeguda d’algun mecanisme de re-oxidacié del NADPH en la cél-lula [41].
Observant aquestes similituds, es podria especular que aquest podria ser també el cas de P. pastoris
quan co-assimila glucosa i metanol, per exemple observant la via d’intercanvi de flux entre a-
cetoglutarat i el glutamat. Un altra possible explicaci6é d’aquesta sobre generacié de NADPH podria
esta relacionada amb els requeriments per la sintesis de glutationa, metabolit clau involucrat en el
primer pas de I’oxidaci6é del metanol cap a CO.,.

Finalment, un intercanvi amb la sintesis o degradacio de les proteines també podria tenir un impacte
en el potencial reductor. El flux estimat per I’aspartat liasa podria indicar un intercanvi amb les
proteines i com a consequéncia un consum de NADPH.
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NADH

D’igual forma que en cas anterior, es calcula la regeneracié de NADH a partir de I’estequiometria
de les reaccions de la xarxa juntament amb els fluxos nets, obtenint un valor de 4.37 £ 3.62 mmol/
gocwh , dins el rang préviament calculat en el Capitol 3 utilitzant la metodologia de “*C-NMR.
Assumint que tots els equivalents de reducci6 NADH que no han estat consumits per
I’estequiometria de la xarxa son reciclats a través de la cadena respiratoria, es calcula el consum
teoric d’oxigen. Aquest valor representa el 94 % del valor d’oxigen mesurat durant els experiments
mesurat (qO,), fet que demostra que no s’observa cap desequilibri important que porti a hipotetitzar
la presencia d’una activitat NADPH deshidrogenasa 0 NADPH— NADH transhidrogenasa.
Globalment, s’obtingueren resultats equivalents per els diferents valors de pH, excepte per la relacid
minima de NAD*/NADH tal i com s’esperava. Sorprenentment, aquesta relacié va ser calculada en
base a I’analisi termodinamic amb les dades de metabolomica mesurades en aquest estudi utilitzant
el programa anNET fou al voltant de 1300 (assumint un pH intracel-lular de 7.2), el qual es 13 cops
superior a la relacio calculada per a P. pastoris sota condicions de creixement amb glucosa com a
unica font de carboni (Taula 3). Aquesta relacid, ens suggereix que la generacié de NADH deguda a
I’activitat de la formaldehid i format deshidrogenasa en el citosol es eficagment re-oxidada ja sigui
per alguna NADH deshidrogenasa localitzada en la paret externa de la mitocondria o transportada
cap a la mitocondria per I’accié d’alguna llangadora redox, tal i com s’ha comentat anteriorment.

ATP

La distribucié de fluxos metabdlics calculats en aquest estudi ens permet estimar la quantitat
d’energia ATP generada o consumida, ja sigui pel creixement o pel manteniment cel-lular. Aixi
doncs, I’energia total generada per P. pastoris ha estat de 8.6 = 3.6 mmol ATP/gpcw-h. Part
d’aquesta energia es generada per la fosforilacié a nivell de substrat, mentre que la resta és generada
per la via de la fosforilacié oxidativa (respiraci6). Cadascun d’aquests termes es pot calcular
directament a partir de I’estequiometria de la xarxa utilitzada i del valor net dels fluxos calculats. En
aquest cas, la respiracid proporciona, un 75% del total d’energia generada per la cel-lula valor molt
semblant 60% al descrit per S. cerevisiae amb glucosa pura en condicions aerobiques [43].

L’estimacio dels requeriments de manteniment (despesa d’energia no associada al creixement
cel-lular) fou de 2.7 + 3.6 mmol ATP/gpcw-h. L’eficacia de la fosforilacié oxidativa o “P/O ratio”,
és a dir, la quantitat d’ATP produit a partir del moviment de dos electrons a través d’una cadena
d’electrons definida, donant lloc a una reducci6 d’un atom d’oxigen es fixa a un valor de 1.48 mols
ATP/molO, basat en dades bibliografiques de S. cerevisiae [44]. Considerant aquest mateixa relacio
P/O, Chung i col-laboradors estimen uns requeriments de 2.3 i 6 mmol ATP/gpocwh per a P.
pastoris creixent amb glucosa i amb mescles de glicerol-metanol, respectivament [45]. Estudis
recents amb el llevat P. pastoris mitjancant models metabolics a escala genoma [44] descriuen que
requeriments d’energia per la sintesis de biomassa son fortament dependents de la font de carboni
utilitzada. En aquest estudi, la generacié total d’energia (generacié d’ATP) calculada per als casos
de glucosa i glicerol com a fonts Uniques de C fou de 70-76 mmolATP/gpcw respectivament,
mentre que pel cas de metanol s’estima un valor de 150 mmolATP/gpcw, significativament més
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elevat. Aixi doncs, la generacié de ATP calculada per P. pastoris creixent en cultius en continu a
una D de 0.1 h™ és de 7 i 15 mmolATP/gocwh per glucosa i metanol, respectivament. Es
interessant assenyalar que aquest rang inclou el valor calculat en aquest treball de 8.6
mmOoIlATP/gpcw:-h.

Tenint en compte el rang de valors de generacié d’ATP anteriorment comentats calculat en el
treball de Caspeta i col-laboradors [44], es pot concloure que el valor calculat en aquest treball sota
condicions de creixement amb mescles de glucosa-metanol com a font de carboni sembla estar dins
les estimacions préviament realitzades pel llevat P. pastoris.

Conclusions

En aquest capitol, hem aplicat per primer cop la técnica de marcatge **C-MFA basada en dades de
marcatge isotopic mesurades mitjancant MS obtingudes en condicions dinamiques al cas de P.
pastoris co-assimilant  glucosa-metanol. Concretament la distribucié de fluxos obtinguda amb
aquesta metodologia fou coherent amb I’obtinguda en el capitol 3 utilitzant marcatge *3C amb dades
extretes d’aminoacids proteics.

Amb la utilitzacié de la metodologia *C-MFA basada en experiments de marcatge isotopic en
condicions dinamiques (INST), el calcul de distribucié metabolica de fluxos fou estesa a una xarxa
amb un nombre major d’equacions on les possibles reversibilitats en la via glucolitica/
gluconeogenica, el cicle dels acids tricarboxilics i la via de les pentoses fosfat fou determinada. A
més, aquesta metodologia ha permes millorar la precisio en el calcul de la distribucié de fluxos a
través de la via d’assimilacié de metanol, ja que s’ha mesurat el patr6 de marcatge d’alguns
metabolits directament sintetitzats a partir d’aquesta via (DHAP,GA3P i metabolits de les PPP).

La combinaci6 de les dades de I’analisi metabolomica juntament amb els fluxos metabolics
calculats mostren una consistencia termodinamica la qual valida encara més els resultats obtinguts.
Les direccionalitats dels fluxos resultaren ser plenament consistents quan s’utilitza una topologia
alternativa per la branca no oxidativa de les pentoses fosfat, concretament, quan es considera la
canalitzacié metabolica entre les reaccions de les transquetolases i les transaldolases.

L’excés de produccié de NADPH, juntament amb la incertesa en el balan¢c de NADH i I’increment
de requeriments d’ATP respecte la utilitzacié de glucosa com a Unica font de carboni per al
manteniment cel-lular sota condicions de co-alimentacié glucosa/metanol, podrien ser indicatius
d’un increment del reciclatge de les proteines. En aquest sentit, caldria realitzar experiments
especifics utilitzant N, per tal d’ investigar el metabolisme de proteines en aquestes condicions
fisiologiques.
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Apendix

Apéndix 1
1.1 Reaccions estequiométriques aplicades a la metodologia INST-**C-MFA. Els valors de CO,, O, i els
cofactors no s’utilitzaren per als calculs de balangos de fluxos.

Metabolisme del Metanol

80. Metoh => Form

81. Form => FOR + NADH

82. FOR + NAD*=> NADH + CO,

83. Xul5P + FOR + ATP => ADP + GA3Py, + DHA
84. GA3Ppr => GA3P

85. DHA => GA3P

Glucolisi i gluconeogénesi

86. GlCey + 2 ATP <=> GIc6P + 2 ADP

87. GIc6P <=> Fru6P

88. Fru6P + 1 ATP => FBP + 1ADP

89. FBP => Fru6P + Pi

90. FBP <=>DHAP + GA3P

91. GA3P + ADP + Pi + NAD* => PG3 + ATP + NADH
92. PG3 + ATP + NADH => GA3P + ADP + Pi + NAD"
93. PG3 <=> Pep

94. Pep + ADP => Pyr + ATP

95. Pyr + NAD" => ACCOoA;; + CO, + NADH

96. Pyr NAD *=> ACC0A; + CO, + NADH

97. Pyr + CO, + ADP => OAA + ATP

98. 2 Glc6P + UTP + H,0 => H" +2 Pi + UDP + T6P
99. T6P + H,O =>Pi + Treh

100. Treh + H,O => 2 Glc6P

Via de les Pentoses Fosfat (PPP)

101.Glc6P + 2 NADP* => Rul5P + 2 NADPH + CO,
102.Rul5P <=> Rib5P

103.Rul5P <=> Xul5P

104.Rib5P + Xul5P <=> Sed7P + GA3P

105.Sed7P + GA3P <=> Fru6P + E4P

106.Xul5P + E4P <=> Fru6P + GA3P

Cicle dels acids tricarboxilics (TCA)

107.ACCoApi: + OAA=>CIT

108.CIT => ICIT

109.ICIT + NAD" => aKG + CO, + NADH
110.aKG + NAD* => SUCCo0A + CO, + NADH
111.SUCCoA + Pi + ADP => SUCC + ATP
112.SUCC + ATP => SUCCoA + ADP + Pi
113.SUCC + NAD" => FUM + NADH
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114.FUM + H,0 <=> MAL
115.MAL + NAD *<=> OAA + NADH
116.Asp + 2 ATP + H,0=> FUM + 2 ADP + 2Pi

Biosintesis d’aminoacids, interconvercié d’unitats C;, reaccions de transport i cadena respiratoria (reaccions
iguals a les descrites en el Capitol 3)

Sintesis de Biomassa (Proteina, Carbohidrats, Lipids, DNA i RNA (equacions iguals a les del Capitol 3)

1.2 Xarxa de reaccions utilitzades per I’analisi termodinamica amb al programa anNET.

Abreviatura Reaccié

HXK Glcint + ATP > GIc6P + ADP

PGI Glc6P <> Fru6P

PFK ATP + Fru6P > ADP + FBP + h

FB FBP + h20 > Fru6P + Pi

FBA FBP <> DHAP + GA3P

TPI DHAP <> GA3P

GAPDH GA3P + NAD + pi <> h+ NADH + 13dpg
PGK 13dpg + ADP <> PG3 + ATP

GPM PG3 <> PG2

ENO PG2 <> h2o0 + Pep

PYK ADP + h+ Pep> ATP + Pyr

G6PDH Glc6P + NADP > PG6 + h+ NADPH
6PGDH PG6 + NADP + h20 > Rul5p + NADPH + h + CO,tot
RPI Rib5p <> Rul5p

RPE Rul5p <> Xul5p

TK(1)+TA Rib5p + Xul5p <> Fru6P + E4P

TK(3) E4P + Sed7P <> Fru6P + Rib5p

TA GASP + Sed7P <> Fru6P + E4P

TK(1) Rib5p+ Xul5p <> GA3P + Sed7P

G3PDH DHAP + NADH <> glyc3p + NAD

PYRCK Pyr + ATP + COztot <> OAA + ADP + Pi + h20
TPP (2) Glc6P + utp + h20 > Treh + ppi + udp + Pi
TreP Treh + h20 > (2) Glujy

PDC Pyr > ACALD + COtot

DHAK DHA + ATP <> DHAP + ADP

PMI Fru6P <> Man6p

CAT Metoh + (0.5) O2 + (2) NAD > CO2tot + (2) NADH
MET Metoh + Xul5p + (0.5) O2 > DHA + GA3Ppe
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1.3 Reaccions i transicions atomiques utilitzades per el calculs de les distribucions de fluxos mitjangant
INST*C-MFA, seguint la notacié proposada en [46].

Abreviatura Reacci6

feedGIcB: FullyGlu > Gluex
#abcdef > #abcdef

feedGlcC: CGlu > Glugy
#abcdef > #abcdef

uptGlc: Gluext > Gluipn

#abcdef > #abcdef
feedMeOHB: MetohL > Metohey

#a > #a
uptMeOH: Metohey > Metohiy
#a > #a
uptl: Glujyy > Glc6P
#abcdef > #abcdef
upt2: Metoh;; > Form
#a > #a
TREL1: Glc6P > T6P
#abcdef > #abcdef
TREZ2: T6P > Treh
#abcdef > #abcdef
TRES: Treh > Glujn
#abcdef > #abcdef
empl: Glc6P <> Fru6P
#abcdef > #abcdef
emp2: Fru6P > FBP
#abcdef > #abcdef
emp2B FBP > Fru6P
#abcdef > #abcdef
emp3: FBP <> DHAP + GA3P
#abcdef > #cba + #def
emp4: DHAP <> GA3P
#abc > #abc
empb5: GA3P <> PG3
#abc > #abc
emp6: PG3 <> PG2
#abc > #abc
emp7: PG2 <> Pep
#abc > # abc
emp8: Pep > Pyr
#abc > #abc
emp9: Pyr > ACCoA.; +CO2
#abc > #bc + #a
empl0: Pyr+ CO2 > OAAnmi

#abc + #d > #abcd
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empll:

emplilA:

empllB:

emplicC:

empliD:

empl2:

pppl:

ppPpP2:

pPpP3:

pPp4:

PPPS:

PPpé:

TCAL:

TCAZ2:

TCAS3:

TCA4:

TCA4B:

TCAS:

TCA5B:

TCAG:

TCAT:

TCAS8:

Metl:

Pyr > Pyrt

#abc > #abc

Pyr > Pyrnit

#abc > #abc

Pyrmie > Pyrt

#abc > #abc

NPyr > Pyrp

#ABC > #ABC

PYrmit > PYrext

#ABC > #ABC

ACCOA.; > ACCOoAp

#AB > #AB

Glc6P > CO2 + Rul5P

#abcdef > #a + #bcdef

Rul5P <> Xul5P

#abcde > #abcde

Rul5P <> Rib5P

#abcde > #abcde

XUul5P + E4P <> GAZ3P + Fru6P
#ABCDE + #abcd > #CDE + #ABabcd
Xul5P + Rib5P <> Sed7P + GA3P
#abcde + #ABCDE > #ABabcde + #CDE
GA3P + Sed7P <> E4P + Fru6P
#ABC + #abcdefg > #defg + #abcABC
Pyrmit > ACCOoAn; + CO2
#ABC > #BC + #A
ACCOAhit + OAA > ClITpit
#AB + #abcd > #dcbaBA
ClTmit > aKG + CO,
#ABCDEF > #ABCEF + #D
aKG > SUCC + CO;,

#ABCDE > #BCDE + #A

aKG > SUCC + CO;,

#ABCDE > #EDCB + #A
SUCC <> FUM

#ABCD > #ABCD

SUCC <> FUM

#ABCD > #DCBA

FUM <> MAL

#ABCD > #ABCD

MAL <> OAA

#ABCD > #ABCD

Asp > FUM

#ABCD > #ABCD

Form > CO,

#A > #A
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Met2: Xul5P + Form > DHA + GA3P
#ABCDE + #F > #FAB + #CDE
Met2B: Xul5P + Form > DHA + GA3P
#ABCDE + #F > #ABF + #CDE
Met3: DHA > DHAP
#ABC > #ABC
Met4: GA3Pp > GA3P
#ABC > #ABC
BIO1: Glc6P > Glc6Pyio
#ABCDEF > #ABCDEF
B102: FruéP > FrubPy,
#ABCDEF > #ABCDEF
BI10O3: ACCOA: > ACCoAy,
#BC > #BC
B104: OAA > OAAi
#ABCD > #ABCD
BI1O5: E4P > E4Py;,
#ABCD > #ABCD
B106: Rib5P > Rib5Pp;,
#ABCDE > #ABCDE
BIO7: GA3P > GA3Py,
#ABC > #ABC
B108: aKGpit > aKGpjp
#ABCDE > #ABCDE
B109: Pyrt > Pyryio
#ABC > #ABC
CO2outl: CO; > CO,_ext
#A > #HA
aa_ala: Pyr <> Ala
#ABC > #ABC
aa_glu: aKGpjt <> Glu
#ABCDE > #ABCDE
aa_asp: OAA <> Asp

#ABCD > #ABCD
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sotopomers massics mesurada durant I’experiment amb **C.

0.001 0.003 0.006 0.008 0.011 0.014 0.017 0.019 0.022 0.028 0.033 0.042 0.056 0.083 0.167 0.500 1.000 2.000 4.000 6.000
0.957 0.954 0954 0.957 0953 0.939 0938 0945 0.942 0940 0926 0914 0.878 0.871 0.755 0542 0393 0.308 0.259 0.254
0.037 0.038 0.038 0.036 0.039 0.039 0.042 0.043 0.046 0.048 0.053 0.057 0.066 0.091 0.144 0.224 0.276 0.298 0.302 0.305
0.005 0.007 0.006 0.007 0.008 0.020 0.020 0.011 0.011 0.011 0.018 0.023 0.042 0.023 0.057 0.129 0.187 0.223 0.244 0.244
0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0001 0.002 0005 0.011 0.013 0035 0.075 0107 0.127 0.142 0.146
0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.001 0.003 0.002 0.010 0.030 0.037 0.044 0.052 0.052
0963 0.963 0963 0.963 0964 0.962 0960 0961 0.959 0958 0.953 0947 0.936 0910 0.830 0.627 0459 0.351 0.292 0.271
0.039 0.039 0.040 0.040 0.038 0.040 0.041 0.042 0.042 0.043 0.046 0.051 0.059 0.073 0.114 0.200 0.261 0.293 0.305 0.304
-0.001 -0.002 -0.002 -0.003 -0.002 -0.002 -0.002 -0.002 -0.002 -0.001 0.001 0.003 0.006 0.015 0.044 0.118 0.183 0.222 0.245 0.256
0.000 0.000 -0.001 0.000 -0.001 0.000 0.000 -0.001 0.000 0.000 -0.001 -0.001 -0.001 0.001 0.009 0.042 0.077 0.104 0.123 0.129
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.012 0.021 0.030 0.036 0.040
0.955 0.960 0.958 0.960 0.958 0.944 0.953 0945 0.942 0937 0929 0919 0.893 0.846 0.725 0505 0364 0.275 0.222 0.215
0.044 0.039 0.042 0.041 0.042 0.046 0.045 0.049 0.054 0.057 0.062 0.070 0.082 0.104 0.157 0.240 0.288 0.311 0.320 0.317
0.000 -0.002 -0.003 -0.003 -0.003 -0.002 -0.002 -0.001 0.000 0.001 0.003 0.004 0.011 0.028 0.065 0.140 0.192 0.231 0.248 0.252
0.001 0.001 0.002 0.002 0.002 0.011 0.005 0.005 0.003 0.004 0.005 0.007 0.010 0.019 0.042 0.083 0.114 0.133 0.154 0.158
0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0001 0.003 0.003 0011 0.033 0.041 0.050 0.056 0.058
0986 0979 0986 0.989 0984 0.993 0976 0982 0.983 0979 0977 0990 0.994 0944 0865 0.661 0430 0.305 0.274 0.245
0.006 0.009 0.008 0.001 0.005 0.006 0.015 0.005 0.003 0.004 0.010 0.007 0.012 0.050 0.098 0.175 0.247 0.276 0.264 0.280
-0.009 -0.007 -0.010 -0.014 -0.008 -0.012 -0.007 -0.008 -0.009 -0.004 -0.006 -0.008 -0.007 0.000 0.032 0.099 0.186 0.210 0.231 0.237
-0.003 -0.003 -0.002 -0.004 -0.003 -0.001 -0.003 -0.002 -0.002 -0.006 -0.003 -0.003 -0.001 -0.003 0.004 0.032 0.083 0.120 0.146 0.150
0.019 0.019 0.015 0.025 0.020 0.011 0.016 0.021 0.021 0.022 0.019 0.012 0.001 0.025 0.016 0.021 0.032 0.055 0.069 0.066
0.002 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003 0.002 0.003 0.005 0.003 0.002 0.002 0.004 0004 0.012 0.012 0.023 0.016 0.021
0952 0926 0860 0.812 0.738 0.709 0.671 0626 0.615 0573 0524 0513 0495 0457 0412 0408 0421 0437 0452 0428
0.037 0.074 0.113 0.159 0.202 0.226 0.255 0.271 0.261 0271 0.286 0279 0.265 0.261 0242 0.240 0.235 0.244 0.228 0.241
0.006 -0.011 0.020 0.017 0.033 0.039 0.027 0.050 0.064 0.077 0.106 0120 0.131 0.144 0.18 0.174 0.176 0.166 0.161 0.161
0.005 0.011 0.007 0.011 0.027 0.027 0.048 0.053 0.060 0.080 0.084 0.089 0.110 0.138 0.160 0.177 0.168 0.153 0.159 0.170
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0970 0935 0892 0.832 0.770 0.731 0.682 0.650 0.633 0590 0559 0521 0485 0456 0423 0421 0430 0435 0458 0.433
0.030 0.067 0.096 0.151 0.197 0.218 0.248 0.266 0.264 0280 0.285 0.295 0.282 0.268 0.252 0.251 0.253 0.251 0.234 0.244
-0.001 -0.002 0.009 0.007 0.014 0.022 0.033 0.038 0.045 0.060 0.072 0.088 0.116 0.146 0.165 0.158 0.154 0.155 0.151 0.158
0.002 0.000 0.003 0.010 0.019 0.029 0.037 0.046 0.058 0.070 0.084 0.096 0.117 0.130 0.160 0.169 0.163 0.159 0.157 0.165
1.005 0.956 0.907 0.854 0.779 0.753 0.734 0.674 0654 0.621 0598 0561 0512 0502 0435 0468 0420 0428 0422 0.404
0.004 0.055 0.097 0.139 0.196 0.201 0.208 0.243 0.246 0256 0.253 0.261 0.273 0.248 0.259 0.244 0252 0.256 0.254 0.259
-0.011 -0.009 -0.008 0.001 0.011 0.018 0.027 0.040 0.048 0.060 0.072 0.087 0.110 0.128 0.164 0.150 0.173 0.167 0.173 0.176
0.002 -0.002 0.004 0.006 0.014 0.028 0.031 0.043 0.051 0.064 0.077 0.091 0.105 0.122 0.142 0.138 0.156 0.149 0.152 0.161
0983 0978 0962 0.948 0921 0905 0.88 0871 0.850 0.828 0.793 0.769 0.717 0.677 0.643 0.624 0617 0596 0.592 0.591
0.014 0.017 0.030 0.034 0.047 0.045 0.058 0.070 0.076 0.091 0.114 0.127 0.150 0.175 0.184 0.193 0.195 0.210 0.211 0.217
0.003 0.005 0.009 0.018 0.032 0.049 0.058 0.059 0.074 0.081 0.093 0.104 0.132 0.158 0.173 0.184 0.187 0.194 0.197 0.192
0936 0918 0.890 0.855 0.823 0.790 0.765 0.746 0.725 0.688 0.666 0.635 0.595 0.560 0.527 0.535 0523 0515 0.505 0.501
0.032 0.044 0.065 0.086 0.109 0.120 0.134 0.144 0.152 0.164 0.167 0178 0.183 0.179 0.170 0.159 0.165 0.165 0.167 0.168
0.029 0.030 0.032 0.036 0.035 0.045 0.048 0.048 0.054 0.066 0.074 0.082 0.101 0.121 0.141 0.138 0.140 0.142 0.148 0.150
0.002 0.008 0.014 0.023 0.034 0.045 0.053 0.062 0.069 0.082 0.093 0.105 0.120 0.140 0.162 0.169 0.173 0.178 0.180 0.181
0932 0921 0905 0.880 0.856 0.836 0816 079 0.780 0.749 0.722 0691 0.653 0.617 0587 0581 0571 0564 0.552 0.548
0.033 0.037 0.039 0.048 0.058 0.065 0.074 0.083 0.090 0.102 0.111 0.121 0.131 0.134 0.129 0127 0129 0.130 0.135 0.136
0.022 0.020 0.021 0.022 0.022 0.024 0.025 0.027 0.030 0.036 0.042 0.050 0.060 0.074 0.083 0.084 0.087 0.089 0.092 0.094
0.001 0.002 0.002 0.004 0.005 0.007 0.009 0.012 0.014 0019 0.025 0.032 0.042 0.055 0.069 0.071 0.075 0.078 0.081 0.083
0.011 0.021 0.033 0.046 0.059 0.068 0.076 0.082 0.086 0.094 0.100 0.105 0.113 0.120 0.132 0.137 0.138 0.139 0.139 0.139
0944 0939 0933 0.921 0901 0875 0848 0822 0.798 0.744 0.695 0.644 0574 0502 0.443 0447 0435 0432 0422 0416
0.035 0.039 0.044 0.055 0.066 0.086 0.102 0.115 0.126 0.153 0.172 0.190 0.207 0.218 0.209 0.203 0.205 0.203 0.206 0.209
0.017 0.018 0.019 0.019 0.023 0.023 0.027 0.032 0.037 0.047 0.059 0.071 0.092 0.115 0.137 0.131 0135 0.137 0.140 0.142
0.001 0.001 0.000 0.002 0.003 0.006 0.009 0.012 0.017 0026 0.036 0.048 0.068 0.093 0.120 0.121 0.126 0.128 0.131 0.132
0.002 0.003 0.004 0.004 0.008 0.010 0.015 0.018 0.022 0.031 0.038 0.046 0.059 0.072 0.091 0.098 0.098 0.100 0.101 0.101
0942 0942 0942 0.942 0943 0941 0942 0942 0.942 0941 0939 0940 0.934 0935 0910 0.840 0811 0.675 0462 0.318
0.057 0.057 0.057 0.057 0.057 0.058 0.057 0.057 0.057 0.057 0.058 0.058 0.059 0.061 0.067 0.088 0.133 0.210 0.330 0.410
0.000 -0.001 0.000 0.000 -0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.001 0.002 0.007 0.017 0.035 0.065 0.085
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.005 0.011 0.022 0.040 0.053
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0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0000 0.001 0.001 0.001 0.004 0008 0.017 0.030 0.040
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.003 0.003 0.007 0.013 0.018
0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.001 0.003 0.000 0.005 0.001 0016 0.052 0.016 0.034 0.060 0.076
0940 0.909 0876 0.819 0.774 0.735 0.697 0658 0.650 059 0578 0550 0.511 0500 0.452 0.459 0.447 0.434 0442 0.446
0.042 0.059 0.107 0.139 0.167 0.191 0.207 0.218 0.214 0241 0.242 0.243 0.244 0221 0219 0.203 0.210 0.209 0.216 0.197
0.019 0.027 0.012 0.033 0.053 0.044 0.050 0.068 0.077 0.095 0.092 0.112 0.135 0.159 0.170 0.167 0.181 0.178 0.181 0.192
-0.001 0.006 0.005 0.008 0.006 0.031 0.046 0.056 0.060 0.068 0.087 0.095 0.111 0.120 0.159 0.171 0.161 0.179 0.161 0.165
0983 0982 0972 0.966 0958 0.946 0931 0906 0.904 0895 0.883 0.886 0.878 0.859 0.823 0.800 0.801 0.801 0.785 0.781
0.006 0.024 0.032 0.040 0.045 0.059 0.065 0.078 0.077 0.079 0.082 0.080 0.079 0.086 0.091 0.088 0.084 0.099 0.102 0.103
0.000 -0.007 -0.004 -0.005 -0.002 -0.008 -0.003 0.008 0.010 0.014 0.021 0.017 0.022 0.029 0.041 0.042 0.042 0.053 0.057 0.053
0.011 0.002 -0.001 -0.001 -0.001 0.004 0.006 0.008 0.009 0.012 0.015 0.017 0.021 0.026 0.037 0.042 0.037 0.047 0.056 0.073
0976 0973 0969 0.962 0954 0942 0927 0912 0.901 0868 0.835 0796 0.727 0.644 0493 0470 0452 0456 0450 0.444
0.026 0.029 0.032 0.039 0.046 0.055 0.067 0.077 0.085 0.106 0.126 0.147 0.179 0.209 0.240 0.237 0.245 0.244 0.244 0.254
-0.002 -0.002 -0.002 -0.001 0.000 0.001 0.002 0.004 0.006 0012 0.018 0.028 0.046 0.073 0.136 0.145 0.156 0.155 0.160 0.169
0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.002 0.004 0.006 0.008 0.014 0.021 0.030 0.049 0.074 0.131 0.147 0.147 0.145 0.146 0.153
0958 0.953 0953 0.953 0953 0.951 0.951 0947 0.948 0942 0937 0930 0912 088 0.793 0566 0377 0.238 0.174 0.156
0.044 0.049 0.047 0.049 0.048 0.049 0.051 0.053 0.053 0.056 0.061 0.064 0.075 0.090 0.131 0.201 0.249 0.269 0.267 0.267
-0.004 -0.002 0.000 -0.002 -0.001 -0.001 -0.002 -0.001 -0.001 0.002 0.001 0.005 0.011 0.021 0.056 0.139 0.210 0.257 0.278 0.284
0.001 0.000 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 0.000 0.000 0.000 -0.001 0.000 0.000 0.000 0.002 0.013 0.061 0113 0.159 0.186 0.195
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.004 0.022 0.042 0.061 0.077 0.078
0.001 0.001 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0001 0.001 0001 0.001 0.001 0004 0.011 0.010 0.016 0.018 0.020
0968 0.964 0964 0.963 0961 0.957 0954 0949 0.946 0936 0926 0910 0.878 0.821 0662 0440 0326 0.256 0.221 0.209
0.034 0.037 0.037 0.039 0.041 0.044 0.046 0.049 0.051 0.058 0.065 0.074 0.091 0.119 0.182 0.258 0.293 0.311 0.315 0.315
-0.002 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 0.000 0.000 0.001 0.002 0.004 0.008 0.017 0.032 0.08 0.166 0210 0.238 0.253 0.258
-0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.001 0.002 0.003 0.004 0.007 0.013 0.023 0.05 0.100 0.125 0.143 0.154 0.160
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.002 0.004 0015 0.036 0.046 0.052 0.057 0.059
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Apéndix 3

3.1. Concentracions intracel-lulars i extracel-lulars en estat estacionari sota les condicions experimentals.

Taula 3.1 Concentracions intracel-lulars i Taula 3.2 Concentracions intracel-lulars i
extracel-lulars d’aminoacids extracel-lulars de metabdlits del sistema central.

Extracel-lular  Intracel-lular Extracel-lular Intracel-lular

Aminoacid mmol/L mmol/gcow Metabolit mmol/L mmol/gcow

valor sd valor sd valor sd valor sd
Ala 1.19 022 1429 0.40 FUM 0.36 0.02 0.67 0.03
Gly 0.44 0.33 1.20 1.04 SuUcCcC 0.27 0.04 1.79 0.09
Val n.d. n.d. 1.24 0.04 MAL 0.09 0.11 2.49 2.16
Leu 0.06 0.03 0.63 0.02 o KG 0.47 0.03 1.27 0.08
lle 0.04 0.02 0.28 0.02 Pep 0.03 0.05 0.66 0.02
Pro 0.03 0.03 2.57 0.04 Glu 35.77 3.99 0.78 0.86

Ser nd n.d. 5.50 0.05 GA3P n.d. n.d. 0.001 0.0001

Thr 0.04 0.02 244 0.08 Citrate nd n.d. 7.03 0.20
Asp 0.08 0.00 38.68 0.53 PG2 0.05 0.01 0.20 0.02
Phe 0.02 0.01 0.17 0.02 IsoCitrate  n.d. n.d. 0.05 0.00
Oorn 1.53 1.08 2123 181 DHAP n.d. n.d. 0.71 0.02
Glu n.d. n.d. 84.31 258 PG3 0.06 0.00 1.78 0.06
Lys 0.27 0.18 6.83 0.06 E4P 0.38 0.01 0.08 0.00
Asn 0.11 0.07 4.20 0.09 Rib5P 0.08 0.01 0.88 0.07
GIn 0.01 0.06 8327 240 Rul5P n.d. n.d. 0.23 0.03
Tyr 0.03 0.02 0.18 0.02 Xul5P n.d. n.d. 0.16 0.02
His 0.01 0.02 4.15 0.09 Man6P 0.14 0.04 1.16 0.03
Trp n.d. n.d. 0.08 0.01 Fru6P 0.17 0.02 3.19 0.13
Met n.d. n.d. 0.44 0.04 Glc6P 0.52 0.05 14.31 0.43

Sed7P 0.27 0.02 5.41 0.17
FBP 0.21 0.13 0.93 0.05
T6P 0.12 0.00 0.11 0.01
Treh 1.69  0.06 24.50 0.71
Pyr 4319 4.99 1.62 0.18

Apéndix 4.

4.1 Resultats de la distribucié de fluxos després de Ianalisi INST**C-MFA. Tots els valors estan en mmol/gpcw-h™

flux valor sd flux valor sd

aa_ala_bwd 0.511 0.044 feedGlIcB_fwd 0.141 0.001
aa_ala_fwd 0.511 0.044 feedGlcC_fwd 0.564 0.006
aa_asp_bwd 27.326 11.017 feedMeOHB_fwd 0.938 0.019
aa_asp_fwd 27.768 11.000 Metl_fwd 0.504 0.071
aa_glu_bwd 41.163 25.000 Met2_fwd 0.217 0.034
aa_glu_fwd 41.163 25.000 Met2B_fwd 0.217 0.034
biol_fwd 0.110 0.005 Met3_fwd 0.434 0.068
bio2_fwd 0.052 0.002 Met4_fwd 0.434 0.068
bio3_fwd 0.070 0.034 pppl_fwd 0.550 0.098
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bio4_fwd 0.093 0.003 ppp2_bwd 0.217 0.061
bio5_fwd 0.028 0.001 ppp2_fwd 0.696 0.033
bio6_fwd 0.033 0.002 ppp3_bwd 0.000 0.064
bio7_fwd 0.008 0.000 ppp3_fwd 0.070 0.038
bio8_fwd 0.121 0.002 ppp4_bwd 1.665 0.168
bio9_fwd 0.295 0.008 ppp4_fwd 1.674 0.160
CO2outl_fwd 1.904 0.104 ppp5_bwd 0.077 0.140
empl_bwd 1.102 0.066 ppp5_fwd 0.114 0.130
empl_fwd 1.148 0.072 ppp6_bwd 1.264 0.077
empl0_wd 0.214 0.004 ppp6_fwd 1.301 0.057
empll_fwd 0.001 0.012 Tcal_fwd 0.247 0.055
empllA_fwd 0.541 0.056 Tca2_fwd 0.372 0.069
empl1B_fwd 0.293 0.015 Tca3_fwd 0.372 0.069
empl1C_fwd 1.087 0.072 Tcad _fwd 0.125 0.035
empl1D_fwd 1.087 0.072 Tca4B_fwd 0.125 0.035
empl12_fwd 0.124 0.044 Tca5_bwd 0.188 0.066
emp2_fwd 0.186 0.020 Tcab_fwd 0.313 0.056
emp2B_fwd 0.145 0.024 Tca5B_fwd 0.313 0.056
emp3_bwd 1.650 0.621 Tca5B_bwd 0.188 0.066
emp3_fwd 1.691 0.620 Tca6_bwd 0.993 1.352
emp4_bwd 96.980 150.000 Tcab_fwd 1.257 1.200
emp4_fwd 97.454 150.000 Tca7_bwd 6.018 7.028
emp5_bwd 3.750 4.900 Tca7_fwd 6.282 7.010
emp5_fwd 4.700 4.900 Tca8_fwd 0.013 0.021
emp6_bwd 0.995 3.300 TRE1_fwd 0.010 0.016
emp6_fwd 1.945 3.300 TRE2_fwd 0.010 0.016
emp7_bwd 0.005 0.096 TRE3_fwd 0.010 0.016
emp7_fwd 0.955 0.079 uptl 0.716 0.001
emp8_fwd 0.950 0.054 upt2 0.938 0.019
emp9_fwd 0.194 0.009 uptGlc 0.705 0.006
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Analisi multinivell de I’impacte de la secrecié de proteina recombinant en P. pastoris

Introducci6

Tal i com ja s’ha esmentat en capitols anteriors, | I’expressié d’un gen fora (o
recombinant) pot resultar en una alteracio del comportament metabolic cel-lular com a
conseqliencia de la necessitat de redistribuir els precursors biosintétics i recursos
energetics per tal de satisfer els requeriments addicionals derivats de la sintesis del
producte desitjat. D’altra banda, el creixement sota condicions de co-utilitzacio de
substrats mixtes, sembla que permet alleugerir la carrega metabolica associada a I’estres
per la produccié de proteina recombinant. Donada la complexitat d’aquestes respostes i
adaptacions metaboliques, és necessari combinar tota la informacié possible
(particularment, dades de metabolomica i fluxomica) per tal d’obtenir un millor
coneixement del comportament del metabolisme d’aquest llevat metilotrofic. En aquest
treball hem combinat una analisi metabolomica conjuntament amb una analisi de fluxos
metabolics instacionari (és a dir, en condicions de marcatge de *C dinamiques) per tal
d’avaluar I’impacte de la produccié de proteina recombinant en el metabolisme central
de carboni en cél-lules creixement en condicions de co-assimilacio de glucosa i metanol.
S’ha utilitzat la mateixa metodologia d’analisi metabolomica basada en GC-MS i LC-
MS descrita en el capitol anterior.

Els resultats ens indiquen variacions significatives en els diferents conjunts (pools) de
metabolits intracel-lulars i d’aminoacids entre les dues soques comparades (X-33
control i X-33 Rol_1), mostrant un augment global d’aquests pools a la soca productora.
A més a mes, aquesta analisi comparativa s’ha estés a una tercera soca amb una
capacitat de produccié de proteina superior, observant diferencies tant en el perfil
d’aquests pools de metabolits com en la distribucié de fluxos a través del metabolisme
central de carboni. Concretament, una de les diferéncies més acusada fou la
concentracio intracel-lular de trehalosa, la qual esta estretament relacionada amb els
nivells d’estrés cel-lular, i la concentracié de Xul5P, indicador de la quantitat de
metanol que esta sent assimilat per la cél-lula. D’altra banda, la distribucié de fluxos
metabolics obtinguda per la soca control i la soca Rol_1 durant el transcurs d’aquest
treball ha resultat de ser comparable amb els resultats presentats en el capitol 3 on
s’utilitza una metodologia d’analisi de fluxos basada en dades de marcatge
d’aminoacids proteinogenics.

Materials i métodes

Soques i condicions de cultiu

En aquest estudi comparatiu s’han utilitzat diferents soques recombinants derivades de
la soca P. pastoris X-33 (Invitrogen). Concretament, la soca control utilitzada en els
diferents treballs d’aquesta tesi, la soca X-33/Rol_1[1], la qual conté una sola copia del
gen ROL. També s’ha utilitzat una tercera soca, derivada de la GS115H[2] (és a dir,
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isogénica a X-33 [3],[4],[5])perd que conté més d’una copia del gen ROL. Seguint la
metodologia ja descrita en capitols anteriors, es realitzaren cultius operats en continu
per a cada soca i per duplicat en un bioreactor de 2L (Applikon, The Netherlands). El
medi de cultiu utilitzat fou el mateix descrit en el capitol anterior, utilitzant una relacié
de font de carboni glucosa/metanol de 4:1. Els cultius es dugueren a terme a una taxa de
dilucié fixada de 0.09h™, assolint en tots els casos condicions carboni limitants, amb
tots els parametres de cultiu (sobrepressio del reactor, pH, velocitat d’agitacid, cabal
d’aeracio i temperatura) foren identiques a les utilitzades en els estudis descrits en el
capitol anterior.

Disseny experimental i analisi de fluxos metabolics.

Tan el disseny experimental com I’analisi de resultats després del marcatge *C, foren
els ja descrits durant els capitols anteriors. Breument, per la mesura de concentracions
intracel-lulars d’aminoacids i metabolits foren avaluades entre una o dues hores prévies
al canvi de medi *C utilitzant la metodologia de mostreig rapid (rapid sampling) [6].
Tant el protocol de presa de mostra [7],[8], com el tractament de dades es realitzaren de
la forma descrita en la literatura [9].

La xarxa metabolica utilitzada en aquest estudi fou la plantejada per el capitol anterior i
la distribucié de flux de carboni obtinguda per aquesta ret en concret fou definit com el
millor ajust dels isotopomers massics simulats als diferents valors obtinguts per les
mesures de fluxos extracel-lular i els isotopomer massics préviament mesurats ponderat
per la seva varianga experimental. Tenint en compte experiments previs, una varianga
experimental del 2 % fou assumida per totes les distribucions dels diferents isotopomers
massics. En aquest estudi, s’utilitza el concepte d’aproximacio instacionari proposat per
Wiechert [10] per a la realitzacié de les diferents simulacions d’enriquiment **C. La
solucio al sistema ordinari d’equacions diferencials i I’optimitzacié dels diferents
parametres del sistema s’implementa en el programa de calcul gPROMS 3.1 (PSE
Limited, London), tal i com s’explica en el capitol 5 materials i métodes. Per la totalitat
de resultats presentats en aquest treball el flux obtingut per un ajust acceptable fou
aquell on el minim residual ponderat fou inferior al %2 obtingut per cada cas amb un
nivell de confianca del 95% corresponent al grau de llibertat de la xarxa plantejada.

Procediment analitic

Tots el procediments analitics (analisi de biomassa i quantificacié de metabolits
extracel-lulars) es realitza seguint la metodologia descrita en el capitol anterior i a la
bibliografia [11]. La composicié macromolecular i elemental de la biomassa utilitzada
en els diferents calculs i restriccions metaboliques fou la mateixa descrita en el capitol 2
d’aquest treball per les diferents soques utilitzades. Per tots els diferents cultius
realitzats la recuperacio de carboni fou aproximadament del 98% anterior al pas de
reconciliacié estadistica. Els valors experimentals foren verificats amb la utilitzaci6 de
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diferents passos de reconciliacié i consisténcia estadistica [12][13][14] sota restriccions
de conservacio de relacions elementals. Aixi doncs, per tots els experiments en continu
s’aplica un test de consisténcia estadistica amb un nivell de confianca del 95% |,
mostrant la no existéncia d’errors en les diferents mesures realitzades.

La consisténcia de les mesures de concentracions intracel-lulars fou verificada
mitjancant una metodologia basada en la segona llei de la termodinamica, una reaccio
biologia solament pot ocorrer en la direccié d’un canvi negatiu en I’energia de Gibbs.
[15]. Els diferents calculs realitzats per realitzar aquesta comprovacid foren efectuats
utilitzant el programa anNET desenvolupat per el Zamboni i col-laboradors [16] de la
forma descrita en el capitol anterior (Apéndix 7 i 8). Els rangs factibles dels metabolits
intracel-lulars quantificats foren calculats utilitzant la mitjana respectiva de cada valor
amb la seva desviacié estandard. Els limits superiors aixi com els diferents limits
inferiors possibles foren determinats d’acord amb una distribucié “T-Student” de dues
coes amb un interval de confianga del 85%.

Resultats

Cultius en continu

Els cultius operats en continu de P. pastoris es realitzaren en condicions aerobiques i
condicions carboni-limitants a una taxa de dilucié de 0.09 h™*, utilitzant una barreja de
glucosa/metanol (80/20, p/p) com a font de carboni. Els resultats obtinguts foren
comparables als mostrats en el capitol 3, amb I’excepcidé que en I’estudi present els
cultius es realitzaren a una densitat cel-lular menor (4g/L). Aixi, d’acord amb els
resultats previs, la producci6 de biomassa i la formacié de dioxid de carboni foren els
Unics productes detectats sota aquestes condicions de cultiu. Un cop assolit un estat
estacionari (reflectit en unes dades macroscopiques constants en el temps), es varen
estimar les diferents velocitats de consum de glucosa, metanol i oxigen aixi com la
velocitat de produccié de biomassa i dioxid de carboni (Taula 1). La consisténcia de les
dades experimentals es verifica utilitzant procediments de reconciliacio estandard, amb
la premissa de satisfer les diferents relacions de conservacio elementals[14].

Taula 1. Consums i produccié especifics de P. pastoris sota condicions de creixement de
glucosa:metanol en cultius en continu a una D=0.09h™. RQ, quocient respiratori. L’index de
consisténcia h fou inferior a 5 amb una redundancia de 3 (95% nivell de significanca).

Glucosa Metanol OUR CER Biomassa RQ Activitat Lipasa
(mmol/gpcw.h) (mmol/gpcw-h) (mmol/gpcw-h) (mmol/gpcw-h) (mmol/gpcw-h) (UA/gbew)
cz)(r;tsrsc’)l -0.71+£0.01 -0.94 + 0.02 -2.57£0.03 2.03 £0.03 3.14 £0.04 0.79 £0.04 0
Rol_1 -0.74+£0.01 -1.05 +0.02 -2.98 £ 0.04 2.39 £0.04 3.09 £0.05 0.81 +0.06 2417.1+0.4
Rol_3 -0.74+£0.01 -1.09+0.01 -2.93+0.09 2.36 + 0.09 3.15+0.01 0.805+0.12  8302.6 + 185.3
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Analisi comparativa de X-33 Rol_1 amb la soca de referéncia (X-33 control)

Concentracions intracel-lulars i extracel-lulars dels pools de metabolits.

Quan comparem els les concentracions de metabolits intracel-lulars entre les diferents
soques, no s’observen diferéncies en els perfils de la majoria de metabolits quantificats
(Figura 1). Tot i aixi, els valors absoluts dels pools foren generalment mes elevats a la
soca expressiva (Ro_1) en relacié a la soca control. D’altra banda, aquesta diferéncia
solament fou estadisticament observable en determinats metabolits. Concretament, tots
els metabolits de la via de les PPP foren més elevats en la soca productora, amb
excepcid de I’E4P. Cal destacar que la mida del pool de Xul5P fou quasi el doble en la
soca productora. Adquesta observacid pot estar relacionada amb la fraccié de metanol
que esta sent directament desassimilada cap a CO, (Figura 9, capitol 5, pag. 150) (és a
dir, no és assimilada al metabolisme central).

Un altre pool clarament diferenciat entre les dues soques és el de la trehalosa,
carbohidrat de reserva, el qual és 2 cops més elevat en la soca productora (Rol_1) en
relacié a la soca control. Es ampliament conegut que alguns llevats (S. cerevisiae)
incrementen el seu contingut de trehalosa en condicions d’estres ambiental [17],[18].
Aixi doncs, podem especular que I’augment en la concentracié de trehalosa observat
podria ser una resposta a I’adaptacid de la céel-lula a la resposta d’estres a proteines mal
plegades (unfolded protein response, UPR) ocasionat per la secrecié de la proteina
model (ROL), [19]. A més a més, aquesta acumulacié de trehalosa podria ser el resultat
d’un increment en el consum d’ATP via un cicle fatil de reciclatge de carbohidrats de
reserva [17], contribuint aixi a la demanda energeética relacionada amb la secreci6 de
proteina recombinant (Capitol_5).

Concentracins de metabolits intracel.lulars

[0}
o

r @
S o
umol/gpcy

pmol/gpey
w
)

N
o

H
o o
Treh —

Glc6P

CIT s,

Sed7P g+
Fru6P =|'"

"*X-33 Soca Control** ™ X-33Rol_1 ™ X-33 Rol_3

Figura 1. Concentracions intracel-lulars de metabolits en P. pastoris X-33 sota condicions de
creixement amb substrat mixt glucosa/metanol. Les concentracions s’expressen en [Jmol/gpcw.

A més d’avaluar les concentracions intracel-lulars, també s’analitzaren i compararen els
exometabolomes, és a dir, el perfil de concentracions de metabolits al brou de cultiu
(Figura 2) no observant diferéncies estadisticament significatives per cap dels
metabolits mesurats. No obstant, en aquesta figura es pot observar que la tendéncia de la
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totalitat de mesures extracel-lulars dels diferents metabolits son més baixos en la soca
control que en la soca productora i que la majoria de metabolits presents al brou de
cultiu sén intermediaris del cicle dels TCA i metabolicament relacionats al PG3. Cal
destacar que els valors mesurats per la Glc i el Pyr [20] foren molt més elevats
comparats amb la resta de metabolits presents en el brou de cultiu.

Concentracions de metabolits extracel.lulars
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Figura 2. Concentracions extracel-lulars de metabolits en P. pastoris X-33 sota condicions de
creixement amb substrat mixt glucosa/metanol. Les concentracions s’expressen en [Jmol/L.

Concentracions intracel-lulars d’aminoacids.

El perfil de concentracions intracel-lulars observat en P. pastoris creixement amb una
barreja glucosa/metanol, segueix el mateix patr6 observat en estudis previs amb glucosa
com a Unica font de carboni [11], obtenint valors generalment inferiors sota la condicio
de co-assimilacié de glucosa/metanol. Per tant, aquesta tendéncia general és coherent
amb I’observada pels altres metabolits del metabolisme central. Tot i que, el perfil de
concentracions d’aminoacids intracel-lulars en la soca productora foren generalment
superiors que en la soca control, només les de Asp, Orn, Ser, Asn, His, Thr, Pro, Val,
Leu, Tyr i Phe foren significativament diferents, tot i que la demanda proteica per a la
sintesis de biomassa fou similar per totes dues soques (Figura 3). D’altra banda, aquest
comportament també ha estat observat en cultius aerobics d’una soca de P. pastoris
productora d’un fragment d’anticos (Fab) creixent amb glucosa com Unica font de
carboni [11].

Per tal de tenir una visi6 més general de les variacions dels perfils dels diferents
aminoacids, es sumaren les concentracions d’aquests metabolits procedents d’un mateix
precursor metabolic (valors no mostrats). Interessant-ment, totes les diferents families
d’aminoacids és situaven sobre un valor global molt similar no mostrant una diferencia
clara com a conseqiiencia de la sintesis de proteina tot i que el contingut total
d’aminoacid en P. pastoris fou inferior per la soca control (288.32 [Jmol/gpcw)
comparat amb (324.58[Jmol/gpcw) per la soca expressiva.
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Figura 3. Concentracions intracel-lulars d’aminoacids en P. pastoris X-33 sota condicions de
creixement amb substrat mixt glucosa/metanol. Les concentracions s’expressen en [Jmol/gpcw.

Concentracions extracel-lulars d’aminoacids.

L analisi comparativa de I’exometaboloma entre les dues soques també s’ha estes als
aminoacids. Aixi, seguint la mateixa tendencia observada pels metabolits centrals, la
concentracio total d’aminoacids extracel-lulars (Figura 4) fou inferior en la soca control
(3.86 [Omol/L) en relaci6 als valors mesurats en cultius de la soca productora (9.18
Omol/L). Tanmateix, en el moment de realitzar una comparacio per a cadascun dels
aminoacids individualment, no s’observaren diferéncies estadisticament significatives
entre les dues soques.
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Figura 4. Concentracions extracel-lulars d’aminoacids en P. pastoris X-33 sota condicions de
creixement amb substrats mixtes glucosa/metanol. Les concentracions s’expressen en [Jmol/L.
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Efecte de la produccié de proteina recombinant sobre el metabolisme dels
aminoacids

Els diferents conjunts (pools) d’aminoacids son els subministradors dels “blocs”
necessaris per la sintesis de proteines. Aixi doncs, es podria esperar un impacte en els
diferents pools de la xarxa com a conseqiiéncia de la sintesi de proteina recombinant.
De fet, en diferents estudis previs s’ha demostrat un efecte positiu en la produccié de
proteines recombinants quan es suplementen els medis de cultiu amb un una barreja
d’aminoacids [21],[22].

Per tal de poder analitzar aquest impacte en el metabolisme dels aminoacids de P.
pastoris, es realitza una comparacié dels diferents pools d’aminoacids lliures entre la
soca control i la soca productora Rol_1. Els aminoacids lliures i de la proteina cel-lular
mesurats per la soca control es prengueren com a referencia per a realitzar les
comparacions amb la soca productora Rol_1. La Figura 5A es representa la relacié entre
el pool de cada aminoacid de la soca productora Rol_1 respecte al pool corresponent de
la soca control. Un quocient superior a 1 significa que I’aminoacid en questio té una
abundancia relativa major en la soca productora..
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Figura 5. Comparacié de I’abundancia relativa dels diferents pools d’aminoacids de P. pastoris soca
control i la soca productoraX-33/ROL_1 . Els valors presentats son la mitja i les barres representen
I’error estandard de les diferents relacions calculades. A) Representacié de les I’abundancia relativa
d’aminoacids en la soca productora (E.S) en relacié als de la soca control (C) Correspondéncia entre
I’abundancia relativa d’aminoacids Iliures presents en la soca E.S. en relacié a la soca control vs
I’abundancia relativa d’aminoacids de la Rol en relacié a composicié aminoacidica de la biomassa.

Globalment, es pot observar que hi ha 5 aminoacids (Thr, Lys, Tyr, His, Trp) els quals
presenten concentracions intracel-lulars significativament superiors en la soca
productora.

Generalment, un augment en les concentracions dels pools d’aminoacids en soques
productes podria ser un indicatiu d’un augment del flux de carboni en aquestes vies de
sintesis com a consequiéncia de la demanda biosintética. D’altra banda, aquest increment
pot ser requerit per mantenir un flux igual o similar al necessari observat en la soca
control. Ara bé, tenint en compte la produccio6 de proteina per part de la soca Rol_1i la
distribucié de fluxos observada no expliquen aquest increment en la concentracio
intracel-lular d’aminoacids.
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Analisi de fluxos metabolics en condicions de marcatge isotopic dinamiques
(INST-"*C-MFA)

La dinamica de les diferents distribucions d’isotopomers massics (Apéndix 5.3 i 5.4)
per les soques productores, segueix el mateix perfil observat préviament durant el
capitol 5 (Figura 8 pag. 145 ). Tal i com era d’esperar, I’enriquiment dels diferents
intermediaris de la part “inferior” de la xarxa metabolica, aixi com dels carbohidrats de
reserva (trehalosa) foren més lents comparats amb les cinétiques dels intermediaris de la
estable passats els 10-15 minuts del canvi de substrat no marcat a marcat, temps molt
més elevat que el teoricament necessari calculat en base a les diferents concentracions
d’aquest metabolits a I’interior de la cél-lula i els fluxos metabolics. Aquest retard, ja
descrit al capitol anterior, podria ser explicat pel flux d’intercanvi entre els intermediaris
de la glicolisi i els diferents pools de polimers de reserva com ara el glicogen o la
trehalosa [23].

El calcul de la distribucio6 de fluxos i la comparacio6 de resultats durant aquest treball es
realitza en base a la xarxa metabolica ampliada presentada en el capitol anterior,
juntament amb les mesures d’isotopomers massics obtingudes mitjancant les analisis de
LC-MS i GC-MS (Apéndix 3.1 3.2).

Generalment, la distribucié de fluxos calculada per les dues soques (Figura 6) fou
comparable amb la distribucié obtinguda en el capitol 3 utilitzant dades d’aminoacids
proteics obtingudes mitjancant una analisi amb NMR. Concretament, aquest estudi ha
permes identificar els seglients trets diferencials en el fenotip metabolic de les soques
analitzades:

- La major part del flux de carboni provinent de GIc6P es dirigit cap a la via
oxidativa de les PPP per totes dues soques; no s’observen diferencies
estadisticament significatives entre la soca control i la soca productora (77% i
69%, respectivament). Aquests valors son semblants als calculats al capitol 3
amb la metodologia de MFA basada en dades de NMR.

- La majoria del metanol assimilat s’oxida directament a CO,, mostrant una
relaci6 major per el cas de la soca productora (59% vs 53%); poden ser el
resultat de la demanda d’energia per la sintesis de proteina, 2 mol NADH per 1
mol de metanol. Comportament esperat d’acord amb I’observat en el capitol 3.

- Ladistribucid de flux en el cicle de la trehalosa. Tal i com s’observa en la Figura
6, el flux absolut a traves del cicle de la trehalosa es significativament superior
en la soca productora. Aquest fet es consistent amb els nivells més alts de
concentracio d’aquest metabolit mesurats per aquesta soca, fet que ens reafirma
el possible reciclatge d’aquesta molecula via un cicle futil d’ATP [17]. Nivells
alts de trehalosa ens podrien confirmar I’increment d’estres ocasionat per el mal
plegament de proteines.

- L’elevat flux d’intercanvi entre I’oxalacetat, malat, Asp i Glu ens indiquen la
capacitat reguladora dels pools d’aminoacids aixi com una activitat de la
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llancadora Malat/Aspartat [24]. Aquest elevat flux d’intercanvi al voltant
d’aquesta part de la xarxa és coherent amb els resultats obtinguts mitjancant la
metodologia NMR, on la fraccié intacta dels diferents enllacos C,-C; de
I’oxalacetat foren practicament iguals per tots dos pools, citosolic i mitocondrial,
per aquest metabolit concret.

- Les dades obtingudes mitjancant MS, clarament suporten una activitat
significant de I’activitat de la PDH, sobre un 33% en la soca control i un 41 %
en la soca productora, en el transport de ACCoA importat del citosol cap a
I’interior de la mitocondria. D’altra banda, els fluxos al voltant del node del Pyr
requereixen una caracteritzacié mes detallada, les dades procedents de les dues
soques requereixen d’una entrada de material no marcat **C el qual modifica
I’enriquiment d’aquet pool en particular.

- EIl flux a través del TCA ens mostra valors més elevats en el moment que
s’expressa proteina. Tot i que la distribucié calcula per totes dues soques no és
estadisticament diferent els resultats son coherents amb la demanda de
requeriments NADH per la cel-lula juntament amb el perfil observat durant el
capitol 3 d’aquest treball.

Es interessant ressaltar que, tal i com es comenta en el capitol anterior, la metodologia
MS ens proporciona informacié addicional sobre la possible bidireccionalitat de les
reaccions proposades en aquest treball. Concretament el flux gluconeogenétic procedent
dels pools de DHAP i GA3P cap a la formaci6 de Glc6P fou observat d’acord amb les
mesures d’enriquiment de pools observada.

A més a més, tal i com es comprova durant el capitol anterior aquesta possible
bidireccionalitat per la soca expressiva resulta ser termodinamicament possible
(Apéndix 5.1 5.2).

Els fluxos calculats per la part inferior de la xarxa son menys acurats ja que les
transicions a partir del node del Pyr son molt més lentes comparades amb els diferents
nodes de la part superior ocasionant un flux d’intercanvi més elevat per tal d’ajustar les
diferents mesures, el que provoca errors més elevats i disminueix la possible diferencia
estadistica entre les dues soques.

Globalment, la distribucié de fluxos metabdlics en aquest estudi segueix el mateix perfil
observat en el capitol 3, corroborant els resultats obtinguts i ampliant el coneixement de
diferents punts de la xarxa desconeguts fins el moment.

Requeriments energeétics i regeneracié de co-factors

Tal i com s’ha comentat al llarg d’aquest treball, els requeriments energétics per el
llevat P. pastoris foren calculats d’acord amb I’estequiometria plantejada i el valor
absolut de les diferents distribucions de fluxos calculades per cadascuna de les soques
utilitzades.

La utilitzaci6 de metanol com a substrat alternatiu juntament amb glucosa, té un
impacte en la distribucié de flux entre la via glicolitica i la branca oxidativa de les PPP.
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Aquest efecte podria ser el resultat d’una demanda extra d’intermediaris per la
producci6 d’equivalent de reduccié (NADPH) o com a conseqliencia indirecta d’aquesta
assimilacio el requeriment d’un pool més elevat de Xul5P. Es interessant assenyalar que
una major quantitat de carboni flueix a través d’aquesta ultima via en la soca expressiva
comparat amb la soca control contrari ,tot i que no estadisticament, al comportament
observat en el capitol 3 utilitzant 3 C MFA procedent d’aminoacids proteics. En
principi, donat que la via de les PPP es considera la principal font de formacio de
NADPH citosolic, el flux a través d’aquesta via oxidativa generalment es correlaciona
amb la demanda biosintética de NADPH [25]. No obstant, el fet que la sintesis de Rol
ocasiona una disminucié del rendiment de biomassa comparat amb la soca control
(Taula 1), ens suggereix que aquesta produccié extra de NADPH podria ser requerida
pels processos de plegament i secrecié de la proteina recombinant. Concretament,
aquesta demanda fou de 0.85 + 0.03 i 0.97+ 0.07 mmol/gpcw/h per la soca productora i
la soca control, respectivament. Aquets valors son inferiors a la quantitat total de
NADPH generada per totes dues soques, tot i que les diferéncies entre els requeriments i
la produccio no foren estadisticament significatives.

Pel cas de la generaci6 de NADH s’utilitza la mateixa metodologia descrita
anteriorment en el capitol 5, amb un resultats de 4.62 + 3.6 i 4.41 £ 1.47 mmol/gpcw/h
(Taula 2) per la soca control i la soca productora, resultats en el mateix rang que els
presentats durant el capitol 3. Ara bé, durant I’estudi en el capitol 3 els valors obtinguts
per la soca productora foren estadisticament més elevats.

Taula 2. Requeriment energeétics per les soques de P. pastoris sota condicions de creixement amb
substrat mixt (glucosa/metanol ). Els valors s’expressen en mmol de co-factor/gpcw/h

X-33 control X-33Rol_1 X-33Rol_3

Valor Sd Valor Sd Valor Sd

ATP total generat 9.59 3.62 9.37 147 10.64 2.77
ATP Fosforilacio Oxidativa 7.44 3.62 7.05 147 846 277
ATP manteniment Biomassa 3.23 3.62 416 147 419 277
NADH total generat 4.62 3.62 44 15 53 28
NADPH total generat 1.10 0.10 104 016 0.74 0.16

NADPH generat per Biomassa 0.97 0.07 086 0.03 0.86 0.03
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Figura 6. Comparacio de la distribucié de fluxos metabolics entre soca control i soca productora
(Rol_1),basat en la metodologia de INST-**C-MFA Tots els fluxos s’expressen en [Jmol/gocw/h. El
valor superior (caixes blaves) representa el flux net (en valor absolut) en la soca Control. El valor inferior
(caixes rosades) representa el flux net en la soca Rol_1(en valor absolut). Tots els valors dels fluxos amb
els seus errors corresponents estan representats en I’ Apéndix 4. El gruix de les fletxes és proporcional al
valor dels fluxos, i la direccid de les fletxes indica la direccid del flux net de carboni.
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Figura 7. Distribucié de fluxos metabolics en la soca Rol_3, basat en la metodologia d’INST**C-
MFA . Tots els fluxos son donats en [Jmol/gpcw-h. El valor superior representa el flux net en la direccié
de les fletxes, el valor inferior representa el valor del flux reversible (en valor absolut). Tots els valors
dels fluxos estan representats en I’Apéndix 4.
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Finalment, s’han estimat els requeriments d’ATP a partir de la distribucié de fluxos
anteriorment calculada, juntament amb [I’estequiometria de la xarxa definida. A
diferencia del capitol anterior, hem utilitzat un valor de P/O d’1.61 ATP/molO, estimat
a partir del valor mig absolut de la relacié P/O obtinguda amb la soca control utilitzant
glucosa i metanol com unica font de carboni (glucosa: 1.6; metanol: 1.58),(Caspeta
comunicacio personal). Aixi doncs, basant-nos en aquest valor, es calcula la quantitat
total d’ATP generada per la cél-lula (Taula 2). Aquest valor es pot separar en dos
components, I’ATP generat mitjancant les reaccions de fosforilacio a nivell de substrat i
el generat per la via oxidativa (respiracid). Tal i com s’observa a la Taula 2, la quantitat
d’energia generada a través de la via oxidativa representa quasi el 75% del total generat
valors semblants als descrits per a S. cerevisiae (60%) sota condicions aerobiques amb
glucosa com a substrat limitant [26]. D’altra banda, no s’observaren diferencies
estadisticament significatives entre les dues soques en termes d’energia generada, tot i
que les diferents tendéncies ens mostren que la soca productora sembla requerir d’una
major quantitat d’ATP en relacio a la soca control, possiblement com a conseqliéncia
d’un major manteniment cel-lular.

X-33 Rol_3

Un cop avaluat I’efecte de la produccié de proteina recombinant en una soca amb una
Unica copia del gen Rol s’escolli una altra soca amb multiples copies d’aquest, X-
33/Rol_3 [4],[5], la qual mostra uns nivells de produccié quasi 4 cops més elevats
(8302.6 + 185.3 UA/gpcw). Aixi doncs, tenint en compte els resultats observats en el
capitol 3 d’aquest treball i I’estudi metabolomic i fluxomic descrit en la seccié anterior
d’aquest capitol, s’esperava poder quantificar diferéncies molt més acusades respecte la
soca de referencia X-33. Ara bé, el comportament i perfil metabolic observat en la soca
Rol_3 fou totalment inesperat tenint en compte els nivells de producci6 de proteina
observats.

Aixi, els nivells de biomassa assolits en els cultius en continu sén molt semblants a la
soca de referéncia (Taula 1), contrariament al comportament dels rendiments
substrat/biomassa per soques productores de proteina recombinant [5] i als observats
durant aquest treball.

D’altra banda, el resultat de I’analisi metabolomic de la soca Rol_3 no ens mostra un
augment dels nivells intracel-lulars de trehalosa, tal i com s’observa en la soca
productora Rol_1, sind tot el contrari: el valor mesurat és inferior fins i tot al de la soca
control de referéncia. Seguint aquesta tendencia, els valors dels diferents pools
d’aminoacids i metabolits intracel-lulars s6n molt similars als mesurats per la soca
control (Figura 1-4).
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Figura 8. Comparacio dels diferents pool d’aminoacids de P. pastoris soca control (C) i la soca
productora Rol_3 (E.M.). A) Els valors presentats son la mitja i I’error estandard de les diferents
relacions calculades. B) Representa les diferents proporcions d’aminoacids presents en la relacié
Biomassa/Rol que influeixen en els canvis dels valors d’aminoacids intracel-lulars mesurats.

Tal i com s’ha realitzat per la soca Rol_1, I’efecte de la produccié de proteina en el
contingut d’aminoacids lliures intracel-lulars fou avaluat per el cas de la soca Rol_3. Tal
i com es mostra a la Figura 7A, aquesta soca te un comportament oposat al de la soca
Rol_1 ja queles concentracions d’aminoacids lliures son generalment inferiors als
mesurats a la soca control.

fet que podria reflectir I’increment en la demanda d’aminoacids per la sintesis de Rol.
Ara bé, no s’observa cap correlacié negativa entre la disminucid de les concentracions
d’aminoacids lliures i aquells aminoacids relativament més abundants a Rol en relacio a
la proteina cel-lular, tal i com s’observa en la Figura 7 B).

Pel que fa a la distribuci6 de fluxos metabolics a la soca Rol_3 (Figura 8), cal ressaltar
les seglients diferéncies en relaci6 al fenotip metabolic de la soca Rol1:

- Una reduccié estadisticament significativa del flux de metanol cap a la ruta
assimilatoria, és a dir, practicament la totalitat del metanol consumit (86 %) es
desassimilat directament a CO, amb la conseglient produccié de NADH, mentre
que en la soca Rol_1 aquest valor era del 59 %.

- El cicle de la trehalosa no és veu afectat, mostrant uns valors idéntics als
calculats per la soca control.

- El comportament del TCA és situa en la mateixa magnitud que la soca de
referéncia.

- El flux a través de la via de les PPP es veu reduit un 32% respecte la soca Rol_1
amb la conseguent reducci6 dels diferents pools intracel-lulars dels metabolits
intermediaris d’aquesta ruta metabolica (Figura 8) juntament amb una
disminucio de la generacié de NADPH (Taula 2)

Globalment, la soca Rol_3 mostra un flux de regeneraci6 de NADH i un valor de
manteniment més elevats (tot i que no estadisticament significatius), fet que ens
suggereix que la cél-lula compensa carrega produida per la produccié de proteina
recombinant mitjancant un reajust metabolic per tal de generar I’energia necessaria per
al seu procés de sintesi i secrecio.
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Sorprenentment, tant els nivells de trehalosa aixi com el flux metabolic a través del seu
cicle fatil semblen reflectir que les cél-lules no estarien estressades com a conseqliencia
de la sobreexpressié de Rol, fet incoherent amb els majors nivells de produccié que
presenta. EI genomes de les soques Rol_1 i Rol_3 han estat recentment seqlienciades.
L’analisi preliminar de les dades de seqlienciacié no mostren cap mutacio en cap dels
gens (i regions regulatories dels mateixos) codificadors dels enzims del metabolisme de
la trehalosa. Per tant, es pot descartar que les diferéncies entre soques productores pel
que fa al metabolisme de la trehalosa siguin degudes a mutacions en els seus gens
corresponents. D’altra banda, un estudi recent en soques recombinants [27] mostra que
la co-sobreexpressio d’enzims de la ruta dissimilatoria del metanol (formaldehid
deshidrogenasa) permet augmentar la productivitat d’una soca Muts secretora d’una
peroxidasa recombinant, fet que seria coherent amb el fenotip metabolic de la soca
Rol_3 i la seva productivitat especifica superior en relacié a la soca Rol_1.

Conclusions

La metodologia de *C-MFA emprada en aquest estudi comparatiu entre soques
recombinants de P. pastoris ha permes un calcul més acurat dels fluxos metabolics
través d’una xarxa de reaccions bioquimiques més gran que la utilitzada en la
metodologia de MFA basada en el marcatge isotopic d’aminoacids proteinogenics (és a
dir, en condicions estacionaries). . A mes, les analisis combinades de metabolomica i
fluxomica ens mostren una coheréncia termodinamica de les dades obtingudes.
Concretament, aquest analisi multi nivell ha permés concloure el segient:

- Existeix un impacte global degut a I’expressio de proteina recombinant en el
metaboloma, concretament, en els nivells intracel-lulars de trehalosa,
intermediaris de les PPP i diferents pools d’aminoacids.

- L’impacte observat en el pool de trehalosa és coherent amb un augment del flux
a través del seu cicle fatil de despesa d’ATP.

- S’observa un impacte significatiu de la produccio de proteina recombinant sobre
la distribucié dels fluxos metabolics, coherent amb els resultats obtinguts al
capitol 3. Concretament, s’observa un impacte en les rutes d’assimilacié de
metanol i en el metabolisme energeétic (cicle dels TCA).

La redistribucié de fluxos metabolics observada en les soques productores comporta un
lleuger impacte en els parametres energeétics, que ens suggereixen que les soques
productores tenen majors requeriments energetics (per exemple, per a manteniment) .
La producci6 extra de NADPH generada per la soca productora i la tendéncia
observada en I’augment de requeriments energétics per el manteniment cel-lular podria
ser un clar indicatiu de la carrega metabolica ocasionada per I’estrés causat per la
sobreproduccié de la proteina recombinant.
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Apendix
Apéndix 1

Reaccions estequiométriques aplicades a la metodologia *C-MFA per el model utilitzat en
aquest capitol. Els valors de CO,, O, i els cofactors no foren utilitzats per la realitzacio del
balang de flux. (totes les reaccions utilitzades en aquest capitol sén identiques a les descrites
durant el capitol 5 Apéndix 1, pag. 154)

Apeéndix 2

2.1 Concentracions intracel-lulars i extracel-lulars dels diferents aminoacids en estat estacionari sota les
condicions experimentals de la soca Rol_1 i la soca Rol_3. (tots els resultats sobre la soca control sén
presentats en el capitol 5)

X-33 Rol 1 X-33 Rol_3
Intra. Jmol/gocw Extra. Jmol/L | Intra. Qmol/gpcw Extra. Jmol/L
Aminoacids  Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor Sd

Glu 91.98 4.21 0.03 0.04 85.55 6.11 n.d n.d
Gln 88.40 3.54 26.05 36.68 63.74 3.29 n.d. n.d.
Asp 45.58 3.58 0.03 0.04 33.21 3.46 1.06 1.20
Oorn 28.28 1.75 0.16 0.32 18.36 0.92 1.15 0.48
Ala 13.56 0.71 2.77 3.50 10.63 1.07 1.77 2.50
Lys 12.27 0.44 1.15 1.77 5.73 0.33 054 0.29
Ser 9.30 0.38 0.53 0.38 5.23 0.86 0.71 0.36
Asn 9.64 0.39 0.39 0.48 3.59 024 057 0.38
His 8.13 0.32 0.30 0.43 3.50 0.18 0.19 0.23
Gly 2.35 0.07 2.02 0.87 1.52 0.51 0.50 0.37
Thr 4.24 0.16 0.25 0.04 2.17 0.21 0.33 0.26
Pro 3.85 0.15 0.25 0.16 2.90 0.23 0.21 0.31
Val 2.41 0.17 0.24  0.36 1.02 0.11 0.08 0.31
Leu 1.55 0.22 0.39 0.52 0.53 0.09 0.21 0.31
lle 0.53 0.11 0.22 0.25 0.22 0.06 0.20 0.32
Tyr 1.02 0.04 0.14  0.20 0.18 0.04 0.04 0.09
Phe 0.65 0.09 0.14  0.20 0.18 0.05 0.10 0.22
Met 0.53 0.04 0.04 0.07 0.24 0.02 n.d. n.d.
Trp 0.33 0.02 0.08 0.14 0.07 0.01 n.d. n.d.
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2.2 Concentracions intracel-lulars i extracel-lulars dels diferents metabolits en estat estacionari sota les
condicions experimentals de la soca Rol_1 i la soca Rol_3.

X-33 Rol_1 X-33 Rol_3

Intra. Jmol/gocw Extra. Jmol/L | Intra. Qmol/gpcw  Extra. Jmol/L
Metabolits  Valor Sd Valor Sd Valor Sd Valor Sd
Treh 49.48 4.69 2.72 1.77 16.34 1.20 1.69 0.50
Glc6P 19.04 1.12 0.27 0.04 10.16 0.61 0.50 0.05
Citrat 6.51 1.60 n.d. n.d. 7.51 3.50 n.d. n.d.
Sed7P 7.96 0.79 0.08 0.12 4,55 0.25 0.22 0.04
Fru6P 4.70 0.39 0.18 0.10 2.45 0.13 0.14 0.03
MAL 4.80 0.23 0.30 0.27 4.39 0.50 0.28 0.36
SUCC 1.29 0.15 0.27  0.26 1.54 0.21 0.46 0.20
PG3 1.79 0.08 0.11  0.07 2.00 0.10 0.13 0.12
aKG 3.09 0.48 340 0.40 1.25 0.22 0.89 0.39
Pyr 1.57 0.35 36.02 4.29 1.34 0.26 69.04  27.64
Man6P 1.77 0.09 0.06 0.13 1.41 0.09 0.24 0.10
FBP 0.71 0.13 0.12 0.17 0.56 0.13 0.20 0.40
Rib5P 0.85 0.29 0.08 0.01 0.97 0.15 0.27 0.05
Glu 0.48 0.57 15.86 5.54 1.29 1.46 42.57 7.56
FUM 0.88 0.07 0.73 0.16 0.82 0.07 0.34 0.08
Pep 0.88 0.17 0.18 0.10 0.89 0.06 0.10 0.09
DHAP 0.49 0.26 0.02 0.03 0.54 0.09 n.d. n.d.
Ribu5P 0.29 0.03 0.13 0.14 0.20 0.12 n.d. n.d.
Xul5P 0.34 0.04 0.05 0.03 0.24 0.12 n.d. n.d.
PG2 0.22 0.02 0.03 0.03 0.24 0.04 0.04 0.02
T6P 0.26 0.08 0.08 0.07 0.08 0.01 0.11 0.01
E4P 0.19 0.14 031 0.23 0.07 0.01 0.37 0.02
IsoCitrat 0.07 0.02 0.02 0.03 0.05 0.01 n.d. n.d.
GA3P 0.01 0.01 0.02 0.03 n.d. n.d. n.d. n.d.

2.3 Concentracions dels diferents nucleotids i co-factors en estat estacionari sota les condicions
experimentals de la soca Rol_1 i la soca Rol_3.

X-33 Rol_1 X-33 Rol_3

Valor Sd Valor Sd
cAMP 0.002 0.002 0.007 0.001
AMP 0.208 0.047 0.327 0.070
ADP 0.865 0.121 0.924 0.100
ATP 8.088 0.787 7.175 0.289
GMP 2.550 2.099 1.702 0.338
GDP 0.171 0.012 0.181 0.022
GTP 1.121 0.030 1.027 0.071
Acetyl CoA 0.212 0.050 0.196 0.028
FAD 1.042 0.064 0.281 0.026
NAD+NADH 60.073 24.322 80.377 31.524
NADP+NADPH 8.979 9.141 9.663 6.470
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Apendix 3

3.1 fraccions d’isotopomers massics per la soca Rol_1 mesurada durant I’experiment amb **C.

temps (h) 0.001 0.003 0.006 0.008 0.011 0.014 0.017 0.019 0.022 0.028 0.033 0.042 0.056 0.083 0.167 0.500 1.000 2.000 3.000 4.000

m+0 0963 0.961 0.963 0.957 0.962 0958 0.953 0.950 0.951 0.946 0936 0923 0.911 0.876 0.769 0.554 0.419 0.316 0.280 0.277

m+1 0.033 0.037 0.037 0.040 0.035 0.038 0.044 0.045 0.044 0.048 0.055 0.059 0.065 0.086 0.131 0.212 0.261 0.287 0.290 0.290

FUM m+2 0.002 0.000 -0.001 0.001 0.002 0.003 0.002 0.005 0.005 0.005 0.006 0.014 0.015 0.024 0.059 0.136 0.187 0.230 0.243 0.242
m+3 0.001 0.001 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.000 0.002 0.003 0.004 0.007 0.013 0.034 0.077 0.103 0.124 0.136 0.138

m+4 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.001 0.001 0.001 0.007 0.021 0.030 0.042 0.050 0.053

m+0 0964 0.964 0.964 0964 0.963 0964 0963 0.963 0.962 0.960 0.956 0953 0.944 0.924 0.863 0.686 0.571 0.408 0.377 0.364

m+1 0.039 0.038 0.039 0.040 0.041 0.040 0.040 0.040 0.041 0.043 0.045 0.047 0.053 0.066 0.095 0.178 0.219 0.279 0.283 0.284

SuUCC m+2 -0.003 -0.002 -0.003 -0.004 -0.004 -0.003 -0.003 -0.004 -0.003 -0.003 -0.001 0.001 0.003 0.009 0.036 0.098 0.143 0.203 0.216 0.223
m+3 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 0.000 0.000 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 0.000 0.006 0.032 0.054 0.087 0.098 0.102

m+4 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.001 0.006 0.013 0.023 0.026 0.027

m+0 0.957 0.957 0.955 0.955 0.955 0950 0.951 0.947 0942 0.939 0934 0922 0.905 0.862 0.750 0.559 0.382 0.314 0.276 0.271

m+1 0.041 0.042 0.045 0.044 0.044 0.047 0.048 0.050 0.056 0.057 0.059 0.066 0.077 0.098 0.147 0.229 0.280 0.305 0.312 0.310

MAL m+2 -0.001 -0.002 -0.003 -0.001 -0.001 0.000 -0.002 -0.001 -0.001 0.000 0.002 0.005 0.008 0.021 0.054 0.133 0.185 0.224 0.239 0.241
m+3 0.002 0.002 0.002 0.001 0.002 0.001 0.002 0.002 0.001 0.003 0.004 0.004 0.007 0.014 0.038 0.052 0.111 0.106 0.118 0.120

m+4 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.002 0.001 0.001 0.002 0.003 0.004 0.011 0.028 0.041 0.051 0.055 0.058

m+0 0969 0.963 0.963 0961 0.959 0963 0.959 0.958 0.966 0.956 0.958 0.969 0.947 0.929 0.873 0.665 0.486 0.320 0.292 0.281

m+1 0.029 0.033 0.027 0.033 0.033 0.031 0.035 0.036 0.030 0.035 0.035 0.027 0.045 0.055 0.075 0.149 0.200 0.246 0.241 0.246

m+2 -0.007 -0.004 -0.004 -0.005 -0.002 -0.006 -0.003 -0.003 -0.009 -0.001 -0.001 -0.008 0.001 0.010 0.037 0.115 0.176 0.232 0.245 0.240

aKG m+3 0.001 0.003 0.004 0.003 0.004 0.003 0.003 0.004 0.001 0.005 0.004 0.005 0.003 0.003 0.009 0.052 0.097 0.137 0.151 0.156
m+4 0.008 0.006 0.009 0.007 0.006 0.007 0.005 0.005 0.010 0.004 0.004 0.006 0.003 0.003 0.004 0.016 0.035 0.053 0.059 0.064

m+5 0.001 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.000 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.001 0.001 0.002 0.004 0.007 0.012 0.013 0.014

m+0 0970 0.929 0.866 0.811 0.780 0.743 0.736 0.697 0.672 0.660 0.629 0597 0.551 0.510 0.472 0.475 0.459 0.461 0.461 0.459

m+1 0.027 0.067 0.119 0.177 0.192 0219 0.226 0.238 0.242 0.230 0.248 0.236 0.246 0.249 0.241 0.235 0.248 0.251 0.234 0.233

PG2
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m+2 -0.001 -0.002 0.002 0.007 0.013 0.016 0.026 0.030 0.035 0.044 0.054 0.072 0.086 0.116 0.144 0.151 0.151 0.148 0.154 0.148

m+3 0.001 0.000 0.002 0.007 0.015 0.023 0.032 0.037 0.039 0.061 0.068 0.069 0.099 0.120 0.135 0.152 0.155 0.157 0.161 0.160

m+0 0988 0.923 0.827 0.789 0.738 0.714 0.696 0.650 0.611 0.619 0578 0533 0.513 0.438 0.404 0.371 0.389 0.388 0.392 0.398

m+1 0.036 0.092 0.178 0.210 0.244 0256 0.259 0.293 0.315 0.281 0.301 0315 0.286 0.301 0.284 0.289 0.288 0.273 0.281 0.283

DHAP m+2 -0.023 -0.011 -0.007 -0.002 0.006 0.011 0.022 0.031 0.039 0.050 0.059 0.087 0.111 0.149 0.175 0.180 0.180 0.183 0.182 0.181
m+3 -0.002 -0.004 0.002 0.003 0.012 0.019 0.023 0.026 0.036 0.050 0.061 0.065 0.090 0.112 0.137 0.160 0.143 0.157 0.144 0.138

m+0 0981 0.972 0.961 0940 0.925 0911 0.893 0.876 0.859 0.834 0.808 0.776 0.738 0.682 0.622 0.604 0.605 0.596 0.591 0.592

Ribu5P m+1 0.018 0.024 0.033 0.045 0.050 0.057 0.066 0.075 0.083 0.096 0.108 0.123 0.143 0.174 0.221 0.225 0.222 0.227 0.222 0.231
m+2 0.001 0.004 0.007 0.016 0.024 0.032 0.041 0.049 0.059 0.070 0.084 0.100 0.119 0.143 0.157 0.171 0.173 0.176 0.177 0.177

m+0 0937 0.919 0.888 0.856 0.825 0.803 0.783 0.761 0.744 0.716 0.691 0.657 0.616 0.567 0.521 0.514 0.509 0.503 0.499 0.501

m+1 0.038 0.051 0.076 0.097 0.116 0.128 0.135 0.145 0.151 0.160 0.169 0.179 0.187 0.189 0.193 0.185 0.187 0.188 0.187 0.187

Frup c4-co m+2 0.024 0.027 0.027 0.029 0.032 0.034 0.037 0.042 0.047 0.053 0.059 0.071 0.087 0.112 0.126 0.129 0.130 0.131 0.135 0.132
m+3 0.001 0.003 0.009 0.018 0.027 0.035 0.045 0.051 0.058 0.071 0.081 0.093 0.109 0.132 0.160 0.172 0.175 0.178 0.179 0.180

m+0 0932 0.925 0909 0.888 0.868 0.842 0.823 0.803 0.783 0.752 0.724 0.689 0.645 0.594 0.544 0.532 0.522 0.519 0.517 0.517

m+1 0.036 0.037 0.044 0.054 0.062 0.076 0.085 0.094 0.105 0.117 0.128 0.140 0.150 0.156 0.151 0.147 0.152 0.150 0.152 0.150

Glc6P C3-C6 m+2 0.022 0.023 0.022 0.023 0.022 0.025 0.025 0.029 0.030 0.035 0.041 0.051 0.064 0.082 0.100 0.101 0.102 0.104 0.104 0.105
m+3 0.001 0.001 0.001 0.002 0.005 0.006 0.008 0.011 0.013 0.019 0.024 0.032 0.043 0.061 0.083 0.092 0.096 0.097 0.098 0.097

m+4 0.010 0.014 0.023 0.033 0.043 0.051 0.058 0.063 0.069 0.077 0.083 0.089 0.097 0.107 0.122 0.128 0.128 0.129 0.130 0.131

m+0 0944 0.941 0936 0925 0912 0883 0.869 0.849 0.827 0.788 0.751 0.696 0.637 0.543 0.451 0.434 0.432 0.423 0.418 0.421

m+1 0.029 0.039 0.041 0.054 0.064 0.080 0.093 0.103 0.111 0.135 0.151 0.173 0.190 0.209 0.207 0.199 0.203 0.208 0.203 0.202

Sed7P m+2 0.020 0.015 0.016 0.015 0.016 0.021 0.022 0.025 0.029 0.037 0.043 0.054 0.073 0.102 0.133 0.141 0.135 0.137 0.142 0.140
m+3 0.001 0.000 0.001 0.001 0.003 0.004 0.006 0.008 0.011 0.016 0.025 0.035 0.052 0.080 0.118 0.129 0.131 0.135 0.137 0.136

m+4 0.005 0.004 0.005 0.004 0.006 0.012 0.010 0.015 0.022 0.023 0.031 0.042 0.048 0.065 0.090 0.097 0.098 0.097 0.101 0.101

m+0 0.941 0.941 0941 00941 0.941 0941 00941 0.941 0940 0.941 0940 0939 0.936 0.929 0.907 0.843 0.769 0.646 0.547 0.476

m+1 0.058 0.058 0.058 0.058 0.058 0.058 0.058 0.058 0.058 0.058 0.059 0.059 0.061 0.066 0.078 0.112 0.151 0.217 0.270 0.308

m+2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.005 0.014 0.025 0.044 0.060 0.071

Treh m+3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.003 0.009 0.017 0.029 0.039 0.046
m+4 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.002 0.007 0.013 0.022 0.030 0.035

m+5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.003 0.006 0.009 0.012 0.015

m+6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.001 0.001 0.002 0.004 0.011 0.019 0.032 0.042 0.049
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m+0 1.010 1.010 0989 0.952 0.884 0.825 0.844 0814 0.742 0.776 0.697 0.681 0.660 0.562 0.521 0.491 0.484 0.466 0.455 0.485

m+1 0.098 0.071 0.099 0.126 0.167 0.208 0.234 0.265 0.230 0.232 0.239 0.246 0.239 0.262 0.248 0.230 0.248 0.252 0.245 0.242

FBP Ca-Co m+2 -0.103 -0.060 -0.056 -0.077 -0.070 -0.051 -0.091 -0.085 -0.021 -0.054 0.019 0.016 0.013 0.068 0.107 0.127 0.121 0.134 0.146 0.140
m+3 -0.004 -0.021 -0.033 0.000 0.019 0.019 0.012 0.006 0.049 0.046 0.045 0.057 0.088 0.108 0.124 0.152 0.146 0.148 0.154 0.134

m+0 0944 0.958 0.953 0.939 0.938 0927 0931 0.922 0924 0915 0904 0902 0.876 0.854 0.820 0.794 0.792 0.778 0.788 0.784

m+1 0.030 0.033 0.039 0.049 0.052 0.062 0.059 0.061 0.064 0.063 0.071 0.068 0.080 0.079 0.099 0.106 0.103 0.109 0.104 0.108

Pyr m+2 0.009 0.006 0.006 0.010 0.007 0.008 0.004 0.010 0.005 0.012 0.015 0.017 0.024 0.041 0.042 0.052 0.063 0.066 0.067 0.067
m+3 0.017 0.003 0.002 0.002 0.004 0.004 0.005 0.007 0.008 0.010 0.011 0.014 0.020 0.026 0.039 0.038 0.042 0.046 0.042 0.042

m+0 0975 0.973 0972 0961 0.949 0940 0924 0.910 0.900 0.869 0.844 0.810 0.740 0.646 0.525 0.493 0.474 0.442 0.433 0.424

m+1 0.027 0.029 0.031 0.040 0.051 0.059 0.071 0.082 0.087 0.110 0.123 0.142 0.177 0.212 0.235 0.232 0.240 0.251 0.255 0.258

Ala m+2 -0.002 -0.002 -0.002 -0.001 -0.001 0.000 0.001 0.003 0.004 0.009 0.014 0.021 0.038 0.070 0.125 0.143 0.149 0.161 0.163 0.166
m+3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.001 0.004 0.005 0.008 0.013 0.018 0.027 0.044 0.072 0.114 0.132 0.137 0.146 0.149 0.152

m+0 0.957 0.957 0.962 0958 0.956 0.959 0.957 0.953 0.952 0.948 0946 0938 0.924 0.901 0.801 0.562 0.380 0.240 0.194 0.187

m+1 0.046 0.046 0.042 0.047 0.048 0.049 0.045 0.049 0.052 0.053 0.054 0.060 0.069 0.080 0.130 0.207 0.249 0.266 0.269 0.262

m+2 -0.002 -0.003 -0.005 -0.005 -0.004 -0.009 -0.002 -0.002 -0.003 -0.001 0.001 0.003 0.006 0.017 0.053 0.143 0.208 0.255 0.271 0.273

Gl m+3 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 0.000 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.002 0.000 0.002 0.012 0.061 0.112 0.161 0.178 0.184
m+4 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.001 0.001 0.001 0.000 0.004 0.022 0.043 0.063 0.071 0.077

m+5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.005 0.010 0.015 0.017 0.017

m+0 0966 0.966 0.967 0.965 0.961 0963 0954 0.951 0946 0.939 0929 0913 0.884 0.826 0.674 0.481 0.371 0.294 0.268 0.264

m+1 0.036 0.036 0.035 0.037 0.040 0.040 0.046 0.049 0.052 0.056 0.064 0.073 0.091 0.120 0.180 0.255 0.290 0.308 0.311 0.310

Asp m+2 -0.002 -0.002 -0.002 -0.002 -0.002 -0.004 -0.001 0.000 0.000 0.003 0.003 0.007 0.014 0.030 0.081 0.167 0.209 0.239 0.249 0.250
m+3 0.000 0.000 -0.001 0.000 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.003 0.004 0.006 0.011 0.021 0.021 0.062 0.086 0.106 0.116 0.117

m+4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.003 0.013 0.035 0.044 0.053 0.057 0.059
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3.2 fraccions d’isotopomers massics per la soca Rol_3 mesurada durant I’experiment amb **C.

temps (h) 0.001 0.003 0.008 0.011 0.014 0.017 0.019 0.022 0.028 0.033 0.042 0.056 0.083 0.167 1.000 4.000 6.000

m+0 0964 0.967 0.966 0.964 0.964 0964 0.963 0.962 0.959 0.952 0.947 0.931 0.894 0.787 0.393 0.253 0.262

m+1 0.038 0.035 0.037 0.038 0.039 0.037 0.038 0.040 0.042 0.047 0.049 0.058 0.076 0.127 0.302 0.324 0.315

Fumarat m+2 -0.002 -0.003 -0.003 -0.002 -0.002 -0.001 -0.002 -0.002 -0.002 -0.001 0.000 0.002 0.015 0.049 0.188 0.243 0.239
m+3 0.000 -0.001 -0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.002 0.003 0.008 0.013 0.030 0.079 0.123 0.124

m+4 0.001 0.001 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.002 0.007 0.038 0.058 0.060

m+0 0963 0.966 0.966 0.963 0.963 0964 0.962 0.960 0961 0.960 0.956 0961 0.934 0.831 0.421 0.319 0.337

m+1 0.038 0.036 0.035 0.039 0.040 0.038 0.040 0.041 0.040 0.040 0.041 0.039 0.055 0.110 0.293 0.305 0.293

Succinat m+2 -0.001 -0.003 -0.002 -0.002 -0.003 -0.002 -0.002 -0.001 -0.001 -0.001 0.003 -0.001 0.008 0.049 0.189 0.226 0.220
m+3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.008 0.077 0.114 0.114

m+4 0.001 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.002 0.021 0.035 0.036

m+0 0962 0.965 0.960 0.965 0.964 0962 0.962 0.960 0.957 0.949 0940 0921 0.882 0.770 0.371 0.221 0.220

m+1 0.036 0.033 0.040 0.034 0.035 0.037 0.038 0.040 0.039 0.045 0.051 0.061 0.081 0.131 0.293 0.316 0.323

Malat m+2 -0.002 0.000 -0.002 -0.001 0.000 0.000 -0.001 -0.002 0.000 -0.002 0.002 0.008 0.017 0.053 0.197 0.253 0.251
m+3 0.002 0.002 0.001 0.002 0.001 0.002 0.001 0.002 0.003 0.007 0.006 0.008 0.018 0.037 0.089 0.134 0.137

m+4 0.000 0.001 0.001 0.000 0.000 -0.001 0.000 0.000 0.000 0.001 0.001 0.001 0.002 0.008 0.042 0.066 0.070

m+0 0917 0.995 0.994 00986 0.994 0985 0.995 0.981 0943 0.975 1.277 0939 0.850 0.435 0.220 0.233 0.430

m+1 0.072 0.008 0.015 0.006 0.009 0.008 -0.006 0.007 0.021 0.015 -0.223 0.051 0.091 0.226 0.251 0.243 0.247

m+2 -0.007 -0.011 -0.011 -0.008 -0.010 -0.011 -0.008 -0.007 -0.007 -0.006 -0.075 0.007 0.035 0.191 0.252 0.245 0.186

ke m+3 0.002 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 0.002 0.001 -0.004 -0.002 -0.002 0.020 0.000 0.004 0.096 0.176 0.164 0.083
m+4 0.015 0.010 0.003 0.018 0.008 0.017 0.019 0.024 0.036 0.017 0.003 -0.001 0.017 0.041 0.074 0.082 0.032

m+5 0.002 -0.002 0.000 -0.001 -0.001 -0.001 0.000 -0.002 0.010 0.002 -0.001 0.004 0.003 0.012 0.026 0.033 0.012

m+0 0921 0.951 0910 0.866 0.846 0.836 0.786 0.757 0.702 0.639 0572 0.589 0.483 0.420 0.426 0.417 0.446

2pe m+1 0.023 0.021 0.059 0.093 0.108 0.110 0.152 0.187 0.195 0.228 0.265 0.186 0.258 0.231 0.222 0.233 0.220
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m+2 0.076 0.016 0.026 0.028 0.026 0.022 0.026 0.034 0.047 0.068 0.091 0.092 0.103 0.163 0.165 0.155 0.142
m+3 -0.020 0.012 0.004 0.013 0.020 0.032 0.036 0.022 0.055 0.065 0.071 0.133 0.156 0.187 0.188 0.195 0.192
m+0 0996 0.978 0.938 0916 0.890 0.858 0.817 0.792 0.720 0.664 0.589 0.532 0.486 0.443 0.444 0.453 0.462
m+1 0.003 0.023 0.061 0.075 0.093 0.123 0.142 0.161 0.208 0.248 0.284 0.279 0.246 0.239 0.227 0.219 0.217
e m+2 -0.010 -0.008 -0.005 0.000 0.001 -0.003 0.012 0.011 0.030 0.039 0.062 0.079 0.133 0.144 0.141 0.137 0.133
m+3 0.011 0.006 0.006 0.009 0.016 0.022 0.029 0.035 0.041 0.050 0.065 0.110 0.135 0.173 0.187 0.191 0.189
m+0 0974 0.975 0923 0913 0917 0847 0.788 0.794 0.795 0.701 0518 0.491 0.524 0.491 0.494 0.496 0.492
m+1 0.041 0.048 0.075 0.095 0.101 0.108 0.188 0.162 0.172 0.196 0.226 0.213 0.219 0.228 0.229 0.229 0.222
FBPCA-Co m+2 0.009 -0.021 -0.002 -0.012 -0.047 0.032 0.010 -0.007 -0.051 0.071 0.164 0.113 0.090 0.101 0.108 0.123 0.126
m+3 -0.023 -0.003 0.003 0.005 0.030 0.013 0.014 0.051 0.084 0.032 0.091 0.153 0.167 0.180 0.179 0.151 0.170
temps (h) 0.001 0.003 0.008 0.011 0.014 0.017 0.019 0.022 0.028 0.033 0.042 0.083 0.167 0.500 1.000 2.000 4.000 6
m+0 1.003 1.015 0977 0.957 0932 0.893 0.880 0.856 0.830 0.791 0.744 0.610 0.524 0.540 0.501 0.479 0.455 0.452
m+1 -0.007 -0.007 0.027 0.039 0.051 0.071 0.091 0.108 0.123 0.152 0.163 0.201 0.202 0.190 0.200 0.216 0.228 0.211
PHAP m+2 0.000 -0.009 -0.012 -0.003 0.000 0.008 0.002 0.012 0.014 0.020 0.044 0.108 0.157 0.143 0.155 0.166 0.166 0.177
m+3 0.004 0.001 0.008 0.007 0.017 0.029 0.026 0.024 0.033 0.037 0.048 0.081 0.117 0.128 0.144 0.138 0.151 0.160
m+0 0.955 0.970 0.945 0925 0917 0897 0.886 0.870 0.831 0.785 0.764 0.701 0.658 0.635 0.625 0.639 0.617 0.606
Ribu5P m+1 0.026 0.018 0.026 0.038 0.034 0.048 0.043 0.050 0.075 0.095 0.107 0.148 0.202 0.218 0.216 0.219 0.227 0.229
m+2 0.019 0.013 0.029 0.036 0.049 0.054 0.071 0.081 0.094 0.120 0.128 0.131 0.130 0.148 0.149 0.132 0.147 0.164
m+0 0928 0.928 0.906 0.892 0.867 0.845 0.825 0.806 0.762 0.724 0.683 0.566 0.510 0.513 0.500 0.503 0.491 0.488
m+1 0.027 0.033 0.046 0.051 0.065 0.076 0.090 0.098 0.121 0.142 0.159 0.176 0.184 0.181 0.182 0.179 0.181 0.180
FoPCa-Co m+2 0.032 0.037 0.035 0.037 0.040 0.043 0.043 0.046 0.053 0.058 0.068 0.117 0.127 0.120 0.128 0.126 0.133 0.131
m+3 0.013 0.001 0.013 0.020 0.028 0.036 0.042 0.051 0.064 0.076 0.090 0.141 0.179 0.186 0.191 0.193 0.195 0.201
m+0 0.945 0.946 0937 0928 0915 0904 0.886 0.866 0.829 0.795 0.728 0.526 0.454 0.449 0.442 0.442 0.427 0.425
m+1 0.030 0.034 0.039 0.045 0.054 0.058 0.071 0.081 0.103 0.118 0.152 0.199 0.226 0.224 0.228 0.228 0.228 0.227
SEDTP m+2 0.020 0.016 0.018 0.018 0.020 0.021 0.021 0.024 0.027 0.032 0.047 0.102 0.126 0.123 0.122 0.128 0.126 0.129
m+3 0.000 0.001 0.000 0.002 0.002 0.004 0.007 0.010 0.016 0.022 0.033 0.079 0.128 0.134 0.134 0.138 0.139 0.140
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m+4 0.005 0.003 0.005 0.007 0.009 0.012 0.015 0.020 0.026 0.033 0.041 0.094 0.075 0.080 0.074 0.075 0.079 0.079
m+0 0977 0.977 0972 0981 0.984 0949 0.968 0.950 0956 0.931 0919 0.867 0.859 0.833 0.842 0.827 0.828 0.827
m+1 0.019 0.022 0.024 0.027 0.024 0.043 0.038 0.045 0.044 0.056 0.065 0.062 0.077 0.083 0.070 0.091 0.096 0.097
P m+2 0.000 0.000 -0.005 -0.010 -0.009 0.004 -0.009 0.001 -0.006 0.007 0.007 0.056 0.031 0.039 0.058 0.044 0.052 0.050
m+3 0.004 0.001 0.010 0.001 0.000 0.003 0.002 0.004 0.005 0.006 0.009 0.015 0.034 0.045 0.029 0.028 0.024 0.027
m+0 0974 0.976 0975 0972 0.967 0963 0.955 0.947 0931 0910 0875 0.709 0.538 0.506 0.495 0.477 0.450 0.444
m+1 0.029 0.026 0.027 0.029 0.033 0.036 0.041 0.046 0.057 0.071 0.093 0.172 0.220 0.221 0.226 0.243 0.239 0.241
Ala m+2 -0.003 -0.002 -0.002 -0.002 -0.002 -0.001 -0.001 0.001 0.002 0.004 0.009 0.050 0.116 0.125 0.128 0.146 0.143 0.144
m+3 0.000 0.000 0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.006 0.010 0.015 0.023 0.070 0.126 0.149 0.151 0.134 0.168 0.171
m+0 0.955 0.954 0.956 0.955 0.954 0956 0.952 0.951 0.950 0.948 0941 0.895 0.793 0.546 0.363 0.238 0.177 0.165
m+1 0.048 0.047 0.046 0.047 0.048 0.047 0.050 0.049 0.049 0.051 0.057 0.082 0.131 0.208 0.253 0.268 0.261 0.256
m+2 -0.003 -0.001 -0.002 -0.002 -0.002 -0.003 -0.002 0.000 0.001 0.001 0.003 0.021 0.059 0.154 0.215 0.258 0.267 0.272
el m+3 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 -0.001 0.000 -0.001 0.002 0.012 0.063 0.117 0.159 0.188 0.193
m+4 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.003 0.022 0.042 0.061 0.083 0.089
m+5 0.000 0.001 0.001 0.000 0.001 0.000 0.001 0.001 0.001 0.000 0.000 0.000 0.001 0.006 0.011 0.016 0.023 0.025
m+0 0.966 0.966 0.966 0.965 0.965 0.963 0.961 0.959 0954 0.949 0938 0.865 0.720 0.469 0.338 0.257 0.220 0.212
m+1 0.036 0.036 0.037 0.036 0.037 0.038 0.040 0.041 0.044 0.048 0.055 0.093 0.154 0.241 0.282 0.311 0.297 0.295
Asp m+2 -0.002 -0.001 -0.002 -0.002 -0.002 -0.002 -0.001 -0.001 0.000 0.000 0.002 0.021 0.069 0.161 0.211 0.238 0.251 0.254
m+3 0.000 0.000 -0.001 0.000 0.000 0.000 0.001 0.001 0.002 0.003 0.005 0.018 0.046 0.096 0.126 0.142 0.166 0.171
m+4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.011 0.032 0.044 0.052 0.065 0.069
temps (h) 0.001 0.003 0.008 0.011 0.014 0.017 0.019 0.022 0.028 0.033 0.042 0.056 0.083 0.167 0.500 1.000 2.000 4 6
m+0 0927 0.929 0.906 0.890 0.872 0.851 0.828 0.806 0.771 0.733 0.693 0.692 0.574 0.539 0.536 0.525 0.528 0.517 0.514
m+1 0.035 0.033 0.042 0.049 0.056 0.068 0.079 0.089 0.108 0.127 0.136 0.128 0.153 0.178 0.174 0.178 0.174 0.177 0.177
G6P C3-C6 m+2 0.025 0.025 0.024 0.023 0.023 0.025 0.027 0.030 0.034 0.041 0.052 0.044 0.091 0.091 0.089 0.091 0.089 0.092 0.093
m+3 0.002 0.000 0.002 0.004 0.006 0.007 0.010 0.013 0.019 0.024 0.033 0.022 0.069 0.097 0.101 0.103 0.106 0.106 0.108
m+4 0.011 0.012 0.026 0.034 0.042 0.049 0.055 0.061 0.069 0.075 0.086 0.115 0.114 0.096 0.101 0.102 0.103 0.107 0.108
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TRE

m+0
m+1
m+2
m+3
m+4
m+5

m+6

0.940
0.058
0.001
0.000
0.001
0.000
0.002

0.943
0.055
0.000
0.000
0.001
0.000
0.001

0.944
0.055
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000

0.943
0.057
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000

0.943
0.056
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000

0.944
0.056
0.000
-0.001
0.001
0.000
0.000

0.944
0.056
-0.001
0.000
0.001
0.000
0.000

0.945
0.055
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000

0.944
0.056
-0.001
0.000
0.001
0.000
0.000

0.942
0.057
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000

0.943
0.056
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000

0.945
0.049
0.006
-0.001
-0.002
0.000
0.002

0.922
0.071
0.002
0.001
0.002
0.000
0.003

0.880
0.093
0.008
0.005
0.004
0.002
0.008

0.797
0.137
0.018
0.013
0.011
0.005
0.018

0.691
0.191
0.033
0.024
0.020
0.010
0.031

0.531
0.274
0.056
0.039
0.033
0.018
0.050

0.333
0.377
0.081
0.058
0.050
0.026
0.074

0.211
0.441
0.098
0.070
0.060
0.031
0.089
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Apéndix 4

4.1 Resultats de la distribuci6 per la soca Rol_1 de fluxos després de I’analisi “*C-INST. Tots els valors
estan en mmol/gpcw.h™

flux valor sd flux valor sd
aa_ala_fwd 0.485 0.031 | feedGlcB_fwd 0.148 0.000
aa_ala_bwd 0.485 0.031 | feedGlcC_fwd 0.590 0.006
aa_asp_bwd 0.140 0.230 | feedMeOHB_fwd 1.046 0.021
aa_asp_fwd 0.150 0.230 Metl_fwd 0.612 0.261
aa_glu_bwd 37.777 12.000 Met2_fwd 0.217 0.130
aa_glu_fwd 37.777 12.000 Met2B_fwd 0.217 0.130
biol_fwd 0.123 0.006 Met3_fwd 0.434 0.260
bio2_fwd 0.058 0.003 Met4_fwd 0.434 0.260
bio3_fwd 0.138 0.002 pppl_fwd 0.518 0.160
bio4_fwd 0.076 0.005 ppp2_bwd 0.231 0.109
bio5_fwd 0.023 0.002 ppp2_fwd 0.693 0.021
bio6_fwd 0.031 0.001 ppp3_bwd 0.024 0.103
bio7_fwd 0.003 0.000 ppp3_fwd 0.080 0.026
bio8_fwd 0.110 0.010 ppp4_bwd 0.866 0.104
bio9_fwd 0.240 0.017 ppp4_fwd 0.869 0.087
CO2outl_fwd 2.277 0.378 ppp5_bwd 0.094 0.133
empl bwd 1.429 0.078 ppp5_fwd 0.119 0.083
empl fwd 1525 0.075 ppp6_bwd 2.066 0.300
empl0_wd 0.186 0.074 ppp6_fwd 2.090 0.091
empll fwd 0.001 0.015 TCA1_fwd 0.259 0.136
empllA fwd 0.497 0.205 TCa2_fwd 0.435 0.205
empllB fwd 0.239 0.021 Tca3_fwd 0.435 0.128
empllC fwd 0.987 0.130 Tcad_fwd 0.163 0.090
empliD fwd 0.987 0.130 TcadB_fwd 0.163 0.090
empl2 fwd 0.177 0.160 Tca5_bwd 0.010 0.150
emp2_fwd 0.215 0.120 Tcab_fwd 0.172 0.120
emp2B_fwd 0.150 0.120 TcabB_fwd 0.172 0.120
emp3 bwd 0191 0.171 Tca5B_fwd 0.010 0.150
emp3_fwd  0.257 0.019 Tca6_bwd 0.212 0.637
empd_bwd  4.107 0.374 Tca6_fwd 0.547 0.220
emp4 fwd  4.602 0.360 Tca7_bwd 3.441 2.668
emp5_bwd  3.757 3.201 Tca7_fwd 3.777 2.700
emp5 fwd  4.752 3.200 Tca8_fwd 0.010 0.261
emp6_bwd  7.439 4.801 TRE1 fwd 0.021 0.006
emp6 fwd  8.434 4.800 TRE2_fwd 0.021 0.006
emp7_bwd  0.074 0.452 TRE3_fwd 0.021 0.006

emp7_fwd  1.069 0.440 uptl 0.758 0.000
emp8 fwd  0.999 0.100 upt2 1.046 0.021
emp9_fwd 0314 0.160 uptGle 0.737 0.006
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4.2 Resultats de la distribuci6 per la soca Rol_3 de fluxos després de I’analisi *C-INST. Tots els valors
estan en mmol/gpcw.h™

flux valor sd flux valor sd
aa_ala_ bwd  0.264  0.042 feedGlcB_fwd  0.147 0.000
aa_ala_fwd  0.264  0.042 feedGlcC_fwd 0.589 0.006
aa_asp_bwd 0.270 0.248 |feedMeOHB_fwd 1.090 0.010
aa_asp_fwd 0580 0.170 Metl_fwd 0.932 0.593
aa_glu_bwd 43.555 27.000 Met2_fwd 0.079 0.297
aa_glu_fwd 43555 27.000 Met2B_fwd 0.079 0.297

biol_fwd 0.122  0.007 Met3_fwd 0.158 0.593
bio2_fwd 0.057  0.003 Met4_fwd 0.158 0.593
bio3_fwd 0.140  0.003 pppl_fwd 0.372 0.064
bio4_fwd 0.084  0.006 ppp2_bwd 0.053 0.201
bio5_fwd 0.016  0.002 ppp2_fwd 0.325 0.012

bio6_fwd  0.055  0.001 ppp3_bwd  0.001 0.202
bio7_fwd  0.006  0.000 ppp3_fwd  0.101 0.027

bio8 fwd  0.067  0.005 pppd_bwd  0.416 0.222
bio9 fwd 0214  0.021 ppp4_fwd  0.460 0.097
CO2outl_fwd 2270  0.094 ppp5_bwd  3.390 1.217
empl_bwd  1.093  0.041 ppp5_fwd  3.459 1.200
empl fwd 1335  0.048 ppp6_bwd  6.603 1.414
empl0_wd 0179  0.201 ppp6_fwd  6.672 1.400

empll_fwd 0.001 0.021 TCALl fwd 0.128 0.202
empllA_fwd 0.378  0.093 TCa2_fwd 0.360 0.202
empllB_fwd 0.250 0.010 Tca3_fwd 0.360 0.202
empllC_fwd 0.988  0.093 Tcad_fwd 0.130 0.101
empllD_fwd 0.988  0.064 TcadB_fwd 0.130 0.101
empl2 fwd 0.231  0.010 Tca5_bwd 0.064 0.008
emp2_fwd 0.822  0.230 Tca5_fwd 0.194 0.078
emp2B_fwd  0.523 0.321 TcabB_fwd 0.194 0.128
emp3_bwd  0.659  0.502 Tca5B_fwd 0.064 0.128
emp3_fwd 0.958  0.310 Tca6_bwd 0.925 0.892
emp4_bwd 119.387 190.000 Tca6_fwd 1.495 0.850
emp4 fwd 119.844 190.000 Tca7_bwd 0.003 0.296
emp5_bwd  19.392  7.100 Tca7_fwd 0.573 0.120
emp5_fwd  20.348  7.100 Tca8_fwd 0.310 0.180
emp6_bwd  14.414 3.106 TRE1_fwd 0.005 0.006
emp6_fwd  15.369  3.100 TRE2_fwd 0.005 0.006
emp7_bwd  2.027 1.118 TRE3_fwd 0.005 0.006

emp7_fwd 2983  1.100 uptl 0.741 0.000
emp8_fwd 0.956  0.201 upt2 1.090 0.010
emp9_fwd 0.398  0.008 uptGlc 0.736 0.006
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4.3 Resultats de les diferents concentracions estimades durant la simulacié per la soca Rol_3 i Rol_1.
Tots els valors estan en [Jmol/gpcw.h™

Parametres estimats ([Jmol/gpcw) Rol_1
Metabolits Valor Sd Metabolits Valor Sd
Form 251 1.3 MeOH_ext 091 24
GAP 0.0064 0.79 MeOH_int 0.069 0.96
DHA 0.248 0.48 OAA_mit 0.13 3.3
ACCoAmit 0.452 3.2 Co2 0.038 8.2

Parametres estimats ([Jmol/gpcw) Rol_3
Metabolits Valor Sd Metabolits Valor Sd
Form 6.28 15 MeOH_ext 3.14 18
GAP 0.006 1.7 MeOH_int 0.3 9.1
DHA 0.348 0.48 OAA_mit 0.16 5.9
ACCoAmit 0.42 5 COo2 0.072 25
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Apéndix 5

5.1 Energia lliure de Gibbs de les reaccions del citosol per a P. pastoris sota condicions de
creixement amb glucosa/metanol com a font de carboni per les soques Rol_1 i Rol_3. A) Representa
els valors calculats per la soca Rol_3, B) Representa els valors calculats per la soca Rol_1.
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5.2 Rang de concentracions dels metabdlits mesurats i rang més probable dels metabdlits no
mesurats. La barres en blanc representen el rang préviament considerat per el calcul, les barres amb gris
representen el rang corregit per el programa (metabolits mesurats) i les barres amb verd (metabolits no
mesurats) representen els rangs de valors possibles d’acord amb les restriccions termodinamiques
aplicades per el programa. Si existeix una quantificacié erronia d’algun metabodlit , el rang original
mesurat (barres amb vermell) i els rangs de concentracié avang i després de I’analisi NET es mostren
conjuntament.
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5.3 Distribuci6 dinamica dels isotopomers massics dels metabolits principal de P. pastoris en cultius amb continu després del canvi de medi **C a **C per la soca Rol_1. Els
punts experimentals estan representats en cercles solids. Linies continues reflecteixen la simulacié amb la millor estimaci6 de flux utilitzant el model descrit en el capitol anterior.
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5.4 Distribuci6 dinamica dels isotopomers massics dels metabolits principal de P. pastoris en cultius amb continu després del canvi de medi **C a **C per la soca Rol_3. Els
punts experimentals estan representats en cercles solids. Linies continues reflecteixen la simulacié amb la millor estimaci6 de flux utilitzant el model descrit en el capitol anterior.
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Capitol 7

L’objectiu principal d’aquest treball de tesi fou desenvolupar i aplicar noves eines i
metodologies per a I’analisi metabolic del llevat P. pastoris per tal de coneixer millor I’efecte de
I’expressio d’una proteina recombinant sobre el seu metabolisme.

Durant els Gltims anys, la comunitat cientifica ha invertit esfor¢cos importants per a intentar
descriure de manera sistematica i quantitativa el comportament metabolic de microorganismes
de rellevancia industrial mitjancant diferents tecniques analitiques basades amb marcatge
isotopic de substrats i modelitzacid6 matematica, com a base per a la seva millora racional
(enginyeria metabolica). En aquest context, la meva contribuci6 ha estat centrada en I’estudi de
I’impacte ocasionat per la producci6 d’una proteina recombinant utilitzant com a font de carboni
diferents substrats multicarbonats com la glucosa o glicerina juntament amb metanol.

Les diferents técniques d’analisi i modelitzacié desenvolupades en el transcurs dels anys 90 i
00’, han permes realitzar un pas important cap a la comprensié del comportament metabolic dels
diferents microorganismes. Avui dia, existeixen diferents tipus de models metabolics els quals
ens permeten obtenir una idea de la distribucié del carboni alimentat per tal d’obtenir el producte
desitjat. Aixi doncs, podem utilitzar un model a escala genomica, el qual inclou la totalitat de
reaccions bioguimiques conegudes que tenen lloc en una cel-lula [1][2] o models reduits d’una
part o0 modul de la xarxa metabolica [3][4]. Ambdds models poden ser utilitzats per avaluar
I’efecte de diferents canvis genétics o ambientals sobre el comportament cel-lular. Ara bé,
I’analisi quantitatiu de les diferents distribucions de fluxos intracel-lulars a través de la xarxa de
reaccions bioquimiques, mitjancant técniques de marcatge isotopic amb *3C estd actualment
reduit al metabolisme central del carboni, és a dir, fa Us de models metabolics reduits.

Determinacié de fluxos metabolics utilitzant restriccions locals derivades d’analisi de dades
B3C-NMR d’aminoacids proteics

Donat que P. pastoris és un llevat metilotrofic, i que el sistema d’expressié de proteines
recombinants en P. pastoris esta fonamentalment basat en 1’s del promotor AOX1, regulat per
metanol, els bioprocessos corresponents utilitzen metanol o barreges de metanol i un substrat
multicarbonat com a fonts de carboni. El fet d’utilitzar metanol com a substrat auxiliar aixi com
d’inductor de la produccié de proteina, ha estat un repte en el disseny dels experiments de
marcatge amb *3C i el posterior calcul de distribucions de fluxos. Aixi, els resultats obtinguts
derivats de I’analisi mitjancant la metodologia NMR mostraren patrons de marcatge **C diferents
als mesurats utilitzant glucosa com Unica font de carboni [5]. A més, la co-assimilacié d’un
substrat d’un sol carboni com ara el metanol, té un clar impacte en la tracabilitat d’enllacos **C-
3C a través de les reaccions de la xarxa metabolica, sobre la qual és basa la metodologia
d’analisi de quocients de fluxos metabdlics en punts locals de la xarxa. En conseqliéncia, ha
calgut formular noves equacions alternatives per a determinar localment (en bifurcacions o punts
de confluencia de rutes metaboliques) la contribucié de flux de cadascuna de les rutes (és a dir,
els quocients de fluxos metabdlics), utilitzades posteriorment com a restriccions matematiques
en el calcul MFA [6] . L’expansio6 del formalisme matematic per al calcul de quocients de fluxos
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metabolics per al cas de co-assimilacié de glucosa i metanol ha permés analitzar la distribucié de
fluxos entre una soca control i dues soques productores d’una lipasa recombinant. Aquesta
analisi també ha permeés la possibilitat de calcular els requeriments energétics derivats de
I’adaptacié de les cel-lules a la utilitzacié de substrats mixtes (en relacié a cél-lules creixent
sobre glucosa com a uUnica font de C) i la carrega metabolica addicional possiblement derivada
de I’estres causat per la sintesi i/o secrecio de la proteina recombinant [7]. Aixi doncs, , tot i que
no s’observa un redireccionament de fluxos de carboni envers la sintesi de la proteina
recombinant, les analisis realitzades han permes quantificar un impacte limitat pero
estadisticament significatiu sobre el metabolisme energétic resultant de la produccié de la
proteina recombinant. Donat que nivells d’expressié d’aquesta proteina son forca reduits,
aquests resultats semblen indicar que aquesta carrega metabolica esta relacionada amb I’estrées
cel-lular que causa durant el procés de plegament i secrecid [7].

Determinacio de fluxos metabolics mitjancant ajust iteratiu global de dades de marcatge
B3C-NMR d’aminoacids proteics

Un cop avaluada la impossibilitat d’estendre el formulisme desenvolupat en el bloc de treball
anterior al cas de I’analisi de fluxos metabolics per al cas de barreges de substrats
glicerina/metanol, s’ha cregut convenient explorar altres aproximacions metodologiques que
permetin extreure informacié Gtil de dades de *C-NMR per al calcul de fluxos metabolics. La
glicerina és un co-substrat ampliament utilitzat en bioprocessos de produccié de proteines
recombinants amb P. pastoris, el qual ha adquirit una rellevancia creixent a resultes del seu
abaratiment, ja que és un subproducte industrial de les plantes de producci6 de biodiesel. Aixi,
en el capitol 4 s’utilitzaren totes les dades procedents de marcatge **C d’aminoacids proteics [8]
i es realitza un rastreig de patrons de marcatge fins als seus principals metabolits precursors amb
la finalitat d’utilitzar una metodologia d’ajust iteratiu global de fluxos metabdlics amb el
programa de simulacié “*CFlux2, recentment desenvolupat [9].

Con a cas d’estudi, s’utilitzaren un conjunt de dades de **C-NMR corresponents a cultius de P.
pastoris operats en continu a diferents velocitats de dilucid i barreges glicerina/metanol. Aquests
son dos parametres que tenen un fort impacte sobre productivitats especifiques i volumetriques
dels bioprocessos [10]. Els resultats obtinguts ens mostraren que la taxa de dilucio6 té un clar
impacte en el reajust de la xarxa metabolica pet tal de subministrar tots els requeriments
necessaris pel creixement de la cél-lula. Concretament, elevades taxes de dilucié requereixen
d’una demanda més elevada d’energia per acomplir les necessitats de sintesis de biomassa,
manteniment o produccié de proteina. En canvi, les diferents relacions de glicerina/metanol a
una determinada taxa de dilucié només mostren petites variacions en la distribucio de fluxos.
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Analisi metabolomica quantitativa i analisi de fluxos metabolics basat en dades de
marcatge **C en condicions dinamiques de metabolits i aminoacids Iliures

Degut a la complexitat estructural (compartimentalitzacid subcel.lular) i metabolica que
presenten les cél-lules eucariotiques és de gran importancia la quantificaciéo del maxim de
parametres possibles per tal de realitzar un calcul de fluxos metabolics el més ajustat a la realitat
possible. En aquesta tesi s’ha analitzat quantitativament per primer cop el metaboloma de P.
pastoris sota condicions de co-assimilacié d’un substrat multicarbonat com la glucosa, amb
metanol. Aquesta quantificacid, juntament amb una distribucio de fluxos basada en un model
dinamic de marcatge *3C ha permés el calcul de fluxos metabolics sobre una xarxa metabolica
ampliada respecte a la definida inicialment durant la primera part d’aquest treball. A més, es
verifica la consisténcia termodinamica dels fluxos obtinguts aixi com la seva direccionalitat en
relacid al les concentracions de metabolits intracel-lulars. Cal destacar que el perfil dels fluxos
calculats utilitzant una metodologia d’enriquiment isotopic dinamic fou coherent amb els
calculats utilitzant restriccions (equacions de relacions de fluxos) derivades de dades de **C-
NMR d’aminoacids proteics. A més, aquesta metodologia ens ha permes observar un impacte
significatiu de la producci6 recombinant de proteines en altres rutes metaboliques més enlla de
les considerades en el bloc inicial d’aquest treball, concretament en el metabolisme de la
trehalosa.

Aquesta metodologia també ha permes calcular dels requeriments energétics d’una soca
productora en relacié a la soca control. No obstant, tot i que la tendencia dels valors ens mostren
una major velocitat de produccié de NADH i uns requeriments per el manteniment ATP majors
en la soca productora de proteina recombinant, aquestes diferéncies no son estadisticament
significatives. Tot i aixi, son coherents amb els mateixos calculs realitzats a partir de les
distribucions de fluxos metabolics obtingudes durant el primer bloc d’aquest treball. Aixi doncs,
aquest increment en els requeriments de despesa energetica de la soca productora podria ser
indicatiu del reajust metabolic per a compensar I’estreés ocasionat per la sintesi i secrecio de la
proteina recombinant, tot i que calen experiments addicionals per a confirmar aquesta tendencia
d’una forma més segura.

Treballs futurs.

Aquest treball proporciona una base metodologica i és un punt de partida per a I’estudi del
comportament metabolic de Pichia pastoris en condicions de produccid. Per exemple, proposaria
aplicar aquestes metodologies a I’estudi i caracteritzacié d’una série de soques productores amb
dosis creixents del gen recombinant (és a dir, amb capacitat de sintesi de proteina recombinant
creixent), o bé fent estudis multifactorials on s’estudii de manera sistematica I’impacte de
parametres com la velocitat de creixement i la utilitzaci6 de diferents fonts de carboni amb co-
assimilacié amb metanol.

A més a més, proposaria I’Gs dels fluxos metabolics calculats experimentalment com a
restriccions per al calcul de fluxos metabolics mitjancant models metabolics, i posterior
simulacio i prediccid de dianes per a millora genética de soques productores.
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